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® Mittel zur Behandlung von Hepatitis-Virusinfektionen 

(57) Die Erfindung betrifft Mittel zur Behandlung, Therapie 

und Hemmung von Hepatitis-Virusinfektionen und der 

damit im Zusammenhang stehenden Hepatopathogene- 

se und Erkrankungen. Die zur Hemmung der Freisetzung, 

Reifung und Replikation von Hepatitisviren eingesetzten 

Mittel in pharmazeutischen Zubereitungen enthalten als 

wirksame Komponente Substanzklassen, denen gemein- 

sam ist, dass sie das 26S Proteasom in Zellen inhibieren. 

Dazu gehoren vor allem Proteasom-lnhibitoren, welche 

die Aktivitaten des Ubiquitin/Proteasom- Path way beein- 

flussen, insbesondere die enzymatischen Aktivitaten des 

26S und des 20S Proteasom-Komplexes. Die Anwendung 

der Erfindung liegt in der anti-viralen Therapie von Hepa- 

titis-lnfektionen, speziell in der Verhinderung der Etablie- 

rung sowie der Aufrechterhaltung einer akuten und chro- 
■ nischen HBV- und HCV-lnfektion und damit assoziierter 
. Leberkarzinome. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung beirifft Mittel zur Behandlung, The- 
rapie und Hemmung einer Virushepatitis. Die Anwendung 
dieser Mittel in pharmazeutischen Zubereitungen fuhrt vor- 
wiegend oder ausschlieBlich zur Freisetzung von nicht in- 
fektiosen Hepatitis- Viren aus infizierten Zellen, welche 
nicht mehr in der Lage sind, die durch Leberzellregeneration 
neu entstehenden Hepatozyten produktiv zu infizieren. Die 
gleichen Mittel konnen die Ausbreitung einer akuten Infek- 
tion begrenzen, da alle Nachkommenviren, produziert unter 
Behandlung mit diesen Mitteln, nicht oder so gut wie nicht 
infektids sind. Des weiteren sind die Mittel fiir nicht prolife- 
rierende Hepatozyten weniger toxisch als fur Non-Paren- 
chymzellen der Leber und Leberkarzinomzellen. Damit sind 
diese Mittel fiir eine bevorzugte Zerstorung von Leberkarzi- 
nomzellen in HBV- (Hepatitis-B- Viren, Abkiirzungsver- 
zeichnis hinter den Beispielen) und HCV (Hepautis-C-Vi- 
ren)-infizierten Patienten und Tieren geeignet. Bei den Mit- 
teln handelt es sich um verschiedene Substanzklassen, wel- 
chen gemeinsam ist, dass sie das 26S Proteasom in Zellen 
mhibiercn. Am Beispiel des En ten-Hepatitis-B- Virus 
(DHBV) wird gezeigt, dass diese Mittel, die Proteasom-In- 
hibitoren die Freisetzung von infektiosen Hepatitis- Viren 
aus bereits infizierten Hepatozyten drastisch reduzieren. An- 
wendungsbeispiele fur diese Erfindung sind die anti-virale 
Thcrapie von Hepatitis-Infektionen, speziell zur Verhinde- 
rung der Etablierung sowie der Aufrechterhaltung einer aku- 
ten und chronischen HBV- und HCV-Infektion. Konkret 
kann mit Proteasom-Inhibitoren die Viramie sowohl bei ei- 
ner Neuinfektion als auch bei chronischen Infektionen un- 
tcrdriickt und der Erfolg einer Viruseliminicrung durch das 
cigene Immunsystem und/oder durch bekannte Mittel mit 
ahnlicher oder anderer Wirkung erhoht werden. Die Folgen 
einer HBV- und HCV-Infektion - wie z. B. Leberschadigun- 
gen unterschiediichen Schweregrades bis hin zur haufig tpd- 
lich verlaufenden fulminanten Hepatitis, Entwickiung einer 
Lebcrzirrhose/Fibrose oder eines Lcberkarzinoms - konnen 
durch den Einsatz von Proteasom-Inhibitoren verhindert, 
gemindert oder revertiert werden. 

Charakteristik des bekannten Standes 

0. Einieitung 

[0002] Die Infektion mit Hepatitis-B-Viren (ca. 5% der 
Weltbevolkerung sind betroffen) und Hepatitis-C- Viren (ca. 
3% der Weltbevolkerung sind betrofTen) gehort zu den gro- 
Ben Weltgcsundheitsproblemen. Beide Infektionen haben 
haufig einen chronischen Virus-Tragerstatus zur Folge. Zu 
den Krankheitssymptomen der Infektionen gehoren Leber- 
entzundungen verschiedener Schweregrade bis hin zum Le- 
berversagen (fulminante Hepatitis), ein erhohtes Risiko der 
Entwickiung einer Leberzirrhosc und Fibrose sowie die Ent- 
stehung von Leberkarzinomen. Neuinfektionen mit HBV 
konnen relativ effizient, aber wegen der Existenz von Impf- 
versagern und Immunescape-Varianten nicht komplett, 
durch eine prophylaktische Immunisierung verhindert wer- 
den. Fiir eine HCV-Neuinfektion gibt es bisher keinen Impf- 
schutz. Trotz der Vielzahl von Medikamenten fur die Thera- 
pie einer chronischen HCV- und HB V-Infektion, die alle mit 
Nebenwirkungen belastet sind und im wesentlichen aus Zy- 
tokinen (Interferon alpha und Varianten hiervon) sowie Nu- 
kleosidanaloga bestehen, ist es bisher nicht moglich, die 
Mehrzahl der chronischen Trager von HBV und HCV zu- 
friedenstellend zu therapieren, da entweder die Patienten 
nicht ansprechen auf die Medikamente oder nur kurzzeitige 
Besserung eintritt und in der Regel das Virus durch die Be- 



[9 398 A 1 

2 

handlung nicht vollstandig eliminiert werden kann. Auch 
die passive Gabe von HBV-spezifischen neutralisierenden 
Antikorpern und/oder Nukleosidanaloga oder anderen Me- 
dikamenten bei Lebertransplantierten verhindert in der Re- 

5 gel nicht die Neuinfektion der transplantierten Leber. Im- 
munsuppression von Patienten mit abklingenden Hepatiti- 
den kann zur Reaktivierung von latent vorhandenen Viren 
fiihren. Das Hauptproblem bei Nukleosidanaloga ist die 
hohe Mutationsrate sowohl von HBV als auch von PICV, 

10 wodurch sich Medikamenten-resistente Virusstamme wah- 
rend der Behandlung entwickeln. Um die Probleme der bis- 
her verfugbaren antiviralen und therapeutischen Mittel fur 
die Hepatitis B und C zu umgehen, sind neue Therapiean- 
satze notwendig, welche konservierte zellulare Faktoren be- 

15 einflussen, die fur die Vermehrung dieser Viren in der Wirts- 
zelle essentiell sind. Solche Mittel werden in dieser Erfin- 
dung beschrieben. Und zwar betrifft dies die ubcrraschende 
Erkenntnis, dass Inhibitoren der hauptsachlich zellularen 
Protease, das ist das 26S Proteasom, die Produktion von in- 

20 fektiosen Hepatitisviren verhindem und dabei gleichzeitig 
das Absterben von Lebertumor zellen induzieren. Die Mittel 
sind wegen der Moglichkcit, diese bevorzugt in die Leber zu 
transportieren, besonders fiir die selektive Therapie von vi- 
ralen Lebererkrankungen und Leberkarzinomen geeignet. 

25 

L Funktion des Ubiguitin-Proteasom-Systems 

[0003] Proteasomen sind multikatalytische und multi- 
Subunit Enzymkomplexe, die ca. 1% des Gesamt-Zellpro- 

30 teins darstellen und als die hauptsachliche proteoiytische 
Komponente im Zellkern und Zytosol aller eukaryontischen 
Zellen vorkornmen. Proteasomen iiben eine vitale Rolle in 
vielfaltigen Funktioncn des Zclimctabolismus aus. Die 
hauptsachliche Funkuon von Proteasomen ist die Proteolyse 

35 von missgefalteten, nicht- funktionellen oder fur den schnel- 
len Abbau bestimmten, in der Regel regulatorischen Protei- 
nen. Eine weitere Funktion des proteasomalen Abb aus einer 
Vielzahl von zellularen oder viralen Proteinen ist die Gene- 
rierung von Peptidliganden fur Major Histocompatibilitats 

40 (MHC) Klasse-I-Molekiile, welche fur die T-Zell-vermit- 
telte Immunantwort notwendig ist (Rock und Goldberg, 
1999). 

[0004] Proteasom-Targets werden in der Regel fiir den 
proteasomalen Abbau durch die Anheftung von oligomeren 

45 Formen von Ubiquitin (Ub) markiert. Ub ist ein hochkonser- 
viertes, 76 Aminos auren langes Protein, das kovalent an 
Targetproteine via Isopeptidbindung zwischen dem COOH- 
Tenninus und der e-NH 2 -Gruppe von Lysin-Seitcnketten 
gekoppelt wird, entweder am Target protein oder an Ub-Mo- 

50 lekiile selber, die bereits an das Targetprotein geheftet sind. 
Das Ergebnis der Konjugauon von Ub-Molekiilen ist die 
Formierung von sogenannten poly-Ub-Ketten. Allgemein 
sind Multimere von vier Ub-Molekiilen notwendig, um als 
Signal fiir die proteasomale Degradation zu fungicren. Die 

55 Ubiquitinierung selbst ist reversibel, und Ub-Molekiile kon- 
nen durch eine Vielzahl von Ub-Hydrolasen von dem Tar- 
getmolekiil wieder entfernt werden. Die Verbindung zwi- 
schen der Ubiquitinierung von Targetproteinen und der pro- 
teasomalen Proteolyse wird allgemein als Ub-Protcasom- 

60 System (UPS) bezeichnet (ftir Review siehe Hersko und 
Chiechanover, 1998; Baumeister et al., 1998). 
[0005] Das 26S Proteasom ist ein 2.5 Megadalton (MDa) 
groBer Multienzym-Komplex, welcher aus ca. 31 Unterein- 
heiten besteht (fiir Review siehe Voges et al., 1999). Die 

65 proteoiytische Aktivitat des Proteasom- Komplexes wird 
durch eine zylinderformige 700 Kilodalton (kDa) groBe und 
aus vier iibereinander liegenden Ringen bestehende Core- 
Struktur, dem 20S Proteasom, realisiert. Das 20S Proteasom 
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bildet einen aus 14 nicht identischen Proteinen (im Moleku- 
largewichtsbereich von 21 bis 31 kDa) bestehenden kompli- 
zierten Multienzymkomplex, der in zwei a- und zwei P-Rin- 
gen in einer aPPa-Reihenfolge angeordnet ist. Die Substrat- 
spezifitat des 20S Proteasom umfasst drei wesentliche pro- 
teolytische Aktivitaten: Trypsin-, Chymotrypsin- und Post- 
glutamyl-Peptidhydrolysierende- (PGPH), oder auch Ka- 
spase-ahnliche Aktivitaten, welche in den p-Untereinheiten 
Z, Y und Z lokalisiert sind. Das 20S Proteasom degradiert in 
vitro denaturierte Proteine unabhangig von deren Poly-Ubi- 
quitinicrung. Dagegen werden in vivo enzymatische Aktivi- 
taten des 20S Proteasoms durch Anlagerung der 19S regula- 
torischen Untereinheiten reguliert, welche zusammen das 
aktive 26S Proteasom-Partikel bilden. Die 19S regulatori- 
schen Untereinheiten sind bei der Erkennung von poly-ubi- 
quitinierten Proteinen sowic bei der Entfaltung von Target- 
proteinen beteiligt. Die Aktivitat des 26S Proteasom ist 
ATP-abhangig und degradiert fast ausschlieBlich nur poly- 
ubiquitinierte Proteine. Die katalytisch aktiven p-Unterein- 
heiten des 20S-Proteasoms (X, Y und Z) konnen durch y-In- 
terferon induzierbare MHC-kodierte Untereinheiten ausge- 
tauscht werden, die dann das sogenannte "Irnmuno-Protea- 
som" bilden (Gaczynska et al., 1994). 

1.1. Bedeutung des UPS in der Pathogenese klinisch rele- 
vanter Krankheiten 

[0006] Die Spezifitat, mit der Proteasomen bestimmte 
Proteine abbauen, hangt wesentlich von der Ubiquitinierung 
des Targetproteins ab. Diese wiederum wird durch die Akti- 
vitat einer Vielzahl von Ubiquitin-Ligasen und Ubiquitin- 
Hydrolascn reguliert. Die cnge Verknupfung des UPS mit 
zcllularen Mcchanismen erklart die Bedeutung dieses Sy- 
stems fur zahlreiche pathologische Mechanismen, von de- 
nen bislang nur ein geringer Teil bekannt ist (fur Review 
siehe Schwartz und Ciechanover, 1999). 
[0007] Eine wichtige Rolle in der Entstehung von maii- 
gnen Tumoren spielt das Himorsuppressor-Protein p53. Bei- 
spielsweise ist der Level an p53 in besonders aggressiven 
Formen von zervikalen Karzinomen extrem niedrig, die 
durch bestimmte Hochrisiko-Isolate des humanen Papillo- 
mavirus (HPV) ausgelost werden. Das HPV onco-Protein 
E6 induziert den Abbau des Suppressorproteins p53 via den 
Ubiquitin-Proteasom-Pathway. 

[0008] Bei der Entstehung von colorektalem Cancer spielt 
P-Catenin, ein via dem UPS regulierter zellularer Faktor, 
eine wichtige Rolle in der Signal-Transduktion und DifTe- 
rcnzicrung von colorektalem Epithelium. Auch ist eine 
Rolle des UPS bei Erbkrankhciten bekannt, zuin Beispiel fur 
den Pathomechanismus von Cystischer Fibrosis (proteaso- 
maler Abbau des Transmembran-Regulators CFTR), dem 
Angelmans-Syndrom (Funktion der Ubiquitin-Protein-Li- 
gase E6-AP) sowie dem Liddle-Syndrom (Ubiquitinierung 
und lysosomaie Degradation des Amiloridsensitiven Epithe- 
lium Natrium-Ionenkanals) (fur Review siehe Chiechanover 
et al., 2000; Schwartz und Ciechanover, 1999). 
[0009] Ebenfalls spielt das UPS bei neurodegenerativen 
Erkrankungen eine entscheidende Rolle: Die Akkumulation 
von Ubiquitin-Konjugaten wurde in pathologischen Lasio- 
nen bei Alzheimer und Parkinson berichtet. Bei Huntington 
akkumulieren die Proteine Huntington und Ataxin in Protea- 
som-aktiven nuklearen Strukturen im Zellkern. 
[0010] Eine zentrale Funktion ubt das UPS bei Erkrankun- 
gen des Immunsystems aus. Zum einen ist der 26S Protea- 
som-Komplex die hauptsachliche Protease in der MHC-I- 
Antigenprozessierung, und zum anderen kann die Aktivitat 
des Proteasoms selbst sowohi durch v-Interferon induzier- 
bare katalytische p-Untereinheiten ais auch durch die regu- 



iatorische Untereinheit PA28 manipuliert werden. Viele ent- 
zundliche und immunologische Krankheiten stehen im Zu- 
sammenhang mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher 
verschiedene Gen-Funktionen in der Immunantwort regu- 

5 liert. Die Aktivierung von NF-kB, die durch Ubiquitinie- 
rung und spezifische Spaltung eines Vorlauferproteins durch 
das Proteasom gesteuert wird, fuhrt zur erhohten Expression 
von verschiedenen Zytokinen, Adhasionsmolekulen, ent- 
ziindlichen und S tress-Res ponse-Proteinen sowie Immunre- 

io zeptoren (fur Review siehe Chiechanover et al., 2000; 
Schwartz und Ciechanover, 1999). 

1.2. Proteasom-Inhibitoren 

15 [0011] Verschiedene Substanzklassen sind als Proteasom- 
Inhibitoren bekannt. Es sind zum einen chemisch modifi- 
zierte Peptidaldehyde wie TVipeptidaldehyd N-carboben- 
zoxyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-leucinal (zLLL), das auch 
als MG132 bezeichnet wird, sowie das um den Faktor 10 

20 wirksamere Borsaure-Derivat MG232. Das zLLL und da- 
von abgeleitete Derivate blockieren das Proteasom reversi- 
ble durch Ausbildung einer transientcn Hcmiacctal-Struktur 
mit der katalytisch aktiven Threonin-Hydroxyl-Seitenkette 
in Position 1 der P-Untereinheit des 26S Proteasoms (Coux 

25 et al„ 1996; Rock et al., 1994). Ahnlich zu zLLL wurde eine 
weitere Klasse von modifizierten Peptiden als Peptid-Vinyl- 
Sulfone beschrieben (Bogyo et al., 1997). 
[0012] Naturlich vorkommende Substanzen, isoliert aus 
Mikroorganismen, sind Lactacystin (LC) (Fenteany et al., 

30 1995) aus Streptomyceten sowie Epoxomicin aus Aktino- 
myzeten (Meng et al., 1999a, b). LC ist ein hoch speziflscher 
und wirksamer Protcasom-Inhibitor, welcher das Proteasom 
durch Transesteriflzierung und Alkylierung der Threonin- 
Seitenkette in der p-Untereinheit irreversibel inaktiviert 

35 (Fenteany et al., 1995). LC ist daher ein irreversibler, kova- 
lent wirkender Proteasom-Inhibitor, welcher hauptsachlich 
die Chymotrypsin und die Trypsinahnlichen Aktivitaten des 
26S Proteasoms blockiert (Fenteany et al, 1995). LC hat 
keine Peptid-Grundstruktur, sondern besteht aus einem y- 

40 Lactam-Ring, einem Cystein und einer Hydroxy-butyl- 
Gruppe. LC selbst inhibiert nicht das Proteasom. Vielmehr 
wird in wassriger Losung der N-Acetyl-Cystein-Rest hydro- 
lysiert. Das Resultal. ist die Bildung eines Clastolaclacystein 
p-Lactons. Diese Lacton-Struktur ist in der Lage, Zellmem- 

45 branen zu penetrieren. Nach Zellaufnahme kommt es zum 
nukleophilen Angriff des P-Lacton-Rings und anschlieBen- 
der Transesteriflzierung der Threoninl-Hydroxyl-Gruppe 
der P-Untereinheit (ftir Review siehe Grottrupp und 
Schmidtke, 1999). 

50 [0013] Ein weiterer Proteasom-Inhibitor ist das naturlich 
vorkommende Epoxyketon Epoxomicin. Hinsichtlich der 
Spezifitat fur das 26S Proteasom und Wirksamkeit ist Epo- 
xomicin der bislang wirksamste von alien bekannten natur- 
lich vorkommenden (Meng et al, 1999a und 1999b). Wei- 

55 terhin zeichnet sich Epoxomicin durch eine vergleichsweise 
geringe Toxizitat in Zellkuituren aus (Hanada et al., 1992; 
Sugawara et al., 1990). 

[0014] Eine weitere und sehr potente Klasse an syntheti- 
schen sind Borsaurc-Pcptid-Dcrivate, insbesonderc die Ver- 

60 bindung Pyranozyi-Phenyl-Leuzinyl-Borsaure mit dem Na- 
men "PS-34^ , . PS-341 ist sehr stabil unter physiologischen 
Bedingungen und ist bioverfugbar nach intravenoser Appli- 
kation (Adams und Stein, 1996). Borsaure-Peptid-Derivate 
sind allgemein bekannt als Inhibitoren verse hi edenster eu- 

65 karyotischer Proteasen, wie zum Beispiel Thrombin, Ela- 
stase, Dipeptidylprotease IV (zusammengefasst in Adams 
und Stein, 1996). Die besondere Wirksamkeit von PS-341 
als Proteasom-Inhibitor wird vermutlich durch die sehr sta- 
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bile B inching zwischen Borsaure- und Hydroxyl-Gruppe der 
katalytisch aktiven Seitenkette von Thrl in der aktiven p- 
Untereinheit des 20S-Proteasoms (inhibitorische Konstante, 
Ki, = 0.6 nM) realisiert (Adams und Stein, 1996). AuBer 
dem Proteasom ist bislang keine zellulare Protease bekannt, 5 
welche durch PS -341 beeinflusst wird. Verse hiedene Bor- 
saure-Peptid-Derivate wurden auf ihre Wirkung als Protea- 
som-Inhibitor bereits getestet (Adams et al., 1998). Dabei 
wurde festgestellt, dass Leucin bevorzugt in PI -Position, 
und relativ groBe hydrophobe Seitenketten, wie zum Bei- 10 
spiel Naphthylalanin, in P2 und P3 die Wirksamkeit und den 
Ki-Wert des Inhibitors verbessern (Adams et al., 1998). Die 
Wirkung von Peptid-Borsaure-Derivaten auf Serin-Protea- 
sen ist bereits bekannt und wird vermutlich durch das freie 
p- Orbital von Bor begrundet, welches das freie Elektronen- 15 
paar des SaucrstofTs im Serin im aktiven Zentrum binden 
kann. 

[0015] Andere, zu PS-341 ahnliche Borsaure-Peptid-Deri- 
vate wurden als Proteasom-Inhibitor beschrieben, wie zum 
Beispiel Benzoyl-Phenylanalin-Borsaure-Leucin (Gardner 20 
et al., 2000). Ebenfalls wurde ein stark potenter Proteasom- 
Inhibitor mit der Bezcichnung "PS-273" (Morpholin- 
CONH-(CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH)2) be- 
schrieben, welcher eine ahnliche Grundstruktur wie PS-341, 
jedoch N-terminal eine Morpholin-Sturktur aufweist, da- 25 
durch hydrophober ist und vermutlich somit leichter Mem- 
branen penetrieren kann als PS-341 (Adams et al., 1999). 

1.2.1. Klinische Applikation von Proteasom- Inhibitoren 

30 

[0016] Der 26S Proteasom-Komplex als die hauptsachli- 
che zellulare Protease ist fur vielfaltige Zellprozesse von 
wcsentlicher Bedeutung. Die Hemmung der Proteasom- Ak- 
tivitat kann daher zu Veranderungen in der Regulation des 
Zellzyklus (Schwartz und Chiechanover, 1999), der Tran- 35 
skription (Palombella et al., 1994), der gesamten zellularen 
Proteolyse (Rock et al., 1994), sowie der MHC-I Antigen- 
prozessicrung (Pamer und Cresswell, 1998) fuhren. Voll- 
standige Inhibierung der Proteasom-Aktivitat fiihrt allge- 
mein zu Zellzyklusarrest und Zelltod. Der Proteasom- Kom- 40 
plex iibt somit essentielle Zellfunktionen aus und ist fur die 
Zellvitalitat unverzichtbar. Eine dauerhafte Inhibierung aller 
enzymatischen Aktivitaten des Proteasoms ist mit dem Le- 
ben einer Zelle und somit des Gesamtorganismus nicht ver- 
einbar. 45 
[0017] Es zeigt sich jedoch, dass neuartige reversibel wir- 
kende Proteasom-Inhibitoren selektiv einzelne proteolyti- 
sche Aktivitaten des 26S Proteasoms inhibieren, ohne dabei 
andere zellulare Protcasen zu becinflussen. Die Zytotoxizi- 
tat solcher Inhibitoren ist daher wesentlich geringer im Ver- 50 
gleich zu den relativ unspeziflsch wirkenden Peptidaldehy- 
den wie zum Beispiel zLLL. Diese Tatsache erlaubt sowohl 
die in vivo Anwendung solcher neuartigen (Meng et al., 
1999a und 1999b) als auch die Etablierung von permanen- 
ten Zelilinien, welche relativ hohe Konzentrationen an tole- 55 
rieren (Glas et al., 1998; Geier et al, 1999). 
[0018] Der Anspruch, dass bestimmte Proteasom-Inhibi- 
toren in einem bestimmten Dosis-Regime in vivo vertrag- 
lich sein konncn, wurde mehrfach gezeigt. Bcispielsweisc 
wurde die Selektion von Maus-Thymus-Zeillinien beschrie- 60 
ben, welche die standige Anwesenheit von 10 microM des 
Proteasom- Inhibitors z-Leuzinyl-Leuzinyl-Leuzinylvinyl- 
sulfon (NLVS) tolerieren und dabei normales Zellwachstum 
und Zellmetabolismus mit gleichzeitig eingeschrankter 
MHC-I-Antigenprasentation besitzen (Bogyo et al., 1997; 65 
Glas et al., 1998). Ahnliche Ergebnisse wurden mit dem sehr 
potenten Proteasom-Inhibitor LC erzielt, der bis zu 6 mi- 
croM in Zellkulturen toleriert wurde (Geier et al., 1999). 
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[0019] Epoxomicin, ein Epoxy-P-aminoketon modifizier- 
tes Peptid, wurde als eine vollig neuartige Klasse von Pro- 
teasom-Inhibitoren aus Aktinomyceten isoliert (Hanada et 
al., 1992; Sugawara et al., 1990). Epoxomicin besitzt eine 
starke zytotoxische Wirkung gegen verschiedene in vitro 
kultivierte Tumorzelllinien und zeigte im Maus-Modell in 
vivo inhibitorische Aktivitat gegen Melanom- und Leuka- 
mie-Modelltumore (Hanada et al., 1992). Erstaunlicher- 
weise wurde in diesen in vivo Studien Epoxomicin und ein 
Derivat davon, Eponemycin, in einer relativ hohen Dosis 
von 1.0 mg/kg Korpergewicht/Tag toleriert (Hanada et al., 
1992). 

[0020] Die Bedeutung von Proteasom-Inhibitoren als ein 
neues therapeutisches Prinzip hat in den vergangenen Jahren 
eine zunehmende Aufmerksamkeit erfahren, insbesondere 
bei Behandlung von Krebs und entziindlichen Erkrankungen 
(fur Review siehe Rivett und Gardner, 2000). Bislang ist der 
Einsatz von Proteasom-Inhibitoren fur die breite klinische 
Anwendung am Menschen noch nicht zugelassen. Es meh- 
ren sich jedoch Berichte in der Fachliteratur, dass in jungster 
Zeit die pharmazeutische Industrie intensiv an der Entwick- 
lung von neuen Medikamcnten auf der Basis von in vivo 
vertraglichen Proteasom-Inhibitoren arbeitet. Einige Bei- 
spiel seien hierzu angefuhrt: Die Firma "Millennium Phar- 
maceuticals Inc." (Cambridge, MA 02139, USA) arbeitet 
nach tjbernahme der Firma "ProScript Inc." an der Entwick- 
lung von Proteasom-Inhibitoren fur entzundungshem- 
mende, immunmodulatorische und anti-neoplastische The- 
rapien, dabei insbesondere an Borsaure-Derivaten von Di- 
Peptiden, insbesondere PS-341 (Gardner et al., 2000). Die 
orale Applikation von PS-341 hat im Ratten-Modell eine 
entzundungshemmende Wirkung in Streptokokken-indu- 
zierter Polyarthritis und Leber-Entziindung (Palombella ct 
al., 1998). Im Maus-Modell zeigt PS-341 anti-neoplastische 
Wirkung gegen Lungenkarzinom und hat auBerdem eine ad- 
ditive Wirkung in Verbindung mit Zytostatika (Teicher et 
al., 1999). In vitro Versuche demonstrieren eine sehr gute 
Wirksamkeit gegeniiber soliden humanen Ovaricn- undPro- 
stata-Tumorzellen (Frankel et al., 2000). Phase I klinische 
Studien an PS-341 demonstrieren eine gute Bio-Verfugbar- 
keit und pharmakokinetisches Verhalten (Lightcap et al., 
2000). PS-341 ist der bislang einzige klinische erprobte Pro- 
teasom-Inhibitor. Dazu wurden Phase I und Phase II klini- 
sche Studien in Patienten mit unterschiedlichen Krebser- 
krankungen, wie zum Beispiel hamatologischen Malignan- 
cies als soliden Tumoren bereits abgeschlossen. Die Infor- 
mationen dazu wurden in verschiedenen Pressemitteilungen 
von Millennium Inc. vorgcstellt: 

- Zum Beispiel wurden Ergebnisse uber Phase: II kli- 
nische Studien in Multiple Myelom-Patienten berichtet 
(Presse-Mitteilung von Millennium von 01.03.01: 
"Millennium Initiates Phase II Clinical Trials of LDP- 
341 in Multiple Myeloma." Publiziert auf Webseite 
http:biz.yahoo.eom/prnews/0 1 030 l/neth003 .html) . 

- Erste vorklinische Studien iiber die Wirkung des 
Proteasom-Inhibitors PS-341 als (take off Seitenum- 
bruch) neue anti-Krebsbehandlung in Myelom-Patien- 
ten wurden auf dem 42. Meeting der Amcrikanischen 
Hamatologischen Gesellschaft, Dezember 2000, San 
Francisco, CA, USA, vorgestellt (Presse-Mitteilung 
von Millennium von 04. 12.00: Millennium's LDP(PS)- 
341 inhibits growth and induces death of cancer cells, 
appears to overcome chemotherapy resistence. Publi- 
ziert auf Webseite http:biz.yahoo.com/prnews/ 
010301/neth003.html). 

- Auf dem Meeting der Amerikanischen Gesellschaft 
fur Klinische Onkologie, im Mai 2000, wurden Daten 
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uber Phase I klinische Studien mit PS-341 in Patienten 
mit fortgeschrittenen malignen Tumoren (einschlieB- 
lich Melanoma, Nierenkarzimon, Lungenkarzinom, 
Prostata-Krebs, Ovarien-Krebs, Blasen-Krebs, Cervix- 
Krebs, . Endometrialen und Gaflen-Tumoren) vorge- 5 
stellt. Es wurde keine Dosis-limitierende Toxizitat 
durch die Behandlung mit PS-341 beobachtet. Auf- 
grund der erstaunlichen Wirkung von PS-341 in Bezug 
auf anti-neoplastische Wirkung und Induktion von 
Apoptose konnten therapeutische Effekte in verschie- 10 
denen Tumor-Patienten beobachtet werden (Presse- 
Mitteiiung von Millennium von 23.05.00: "Millennium 
presents clinical trial data on LDP-341 for advanced 
malignancies." Publiziert auf Webseite 
http: / / www.mlnm.com.releases.pr052300_l.shtml). 15 

- Weitere Informationen uber das klinische Protokoll 
von Phase I Studien in Patienten mit fortgeschrittenen 
TXimoren (solide Tumore als auch Lymphoma), welche 
auf Standard-Chemotherapie nicht mehr angesprochen 
haben, wurden im "CancerNet"online publiziert 20 
("Phase I study of PS-341 in patients with advanced so- 
lid tumors or lymphomas". Publiziert am 11.09.00 auf 
Webseite http://cancemet.nci.nih.gov/). 

- Ergebnisse uber Phase I klinische Studien mit PS- 
341 in Patienten mit akuter Leukamie, Myelodysplasti- 25 
schem Syndrom und chronischer Myelider Leukamie 
wurden herichtet, dabei insbesondere die synergist - 
sche Wirkung von PS-341 mit Standard Chemothera- 
peutika (Presse-Mitteilung vom 09.11.00: "Phase I 
study of PS-341 in acute leukemias, myelodysplastic 30 
syndromes and chronic myeloid leukemia in blast 
phase." Publiziert online in Leukemia Insights 
Newsletter, auf Webseite http: // www3.mander- 
son.oi^g/leukernia/insight/letter52.ntml). 

35 

[0021] Eine weitere klinische Anwendung von Protea- 
som-Inhibitoren, insbesondere solcher, die von der Firma 
Millennium Pharmaceuticals Inc. entwickelt wurden, deutet 
sich bei entzundlichen und Auto-Immunerkrankungen an. 
Schmerzen, Schwellungen und Gewebezerstbrung sind Er- 40 
scheinungen verbunden mit entzundlichen, inflammatori- 
schen Prozessen. Diese werden allgemein ausgelost durch 
eine Kaskade von Zytokin- und Chemokin-Produktion so- 
wie der Expression von besdmmten Zelladhasionsmoleku- 
len (fur Review siehe Barnes und Karin, 1997). Eine zen- 45 
trale Stellung in der Regulation dieser Prozesse nimmt der 
Transkriptionsfaktor NF-kB ein. Dieser ist notwendig fur 
die Expression einer Reihe von pro-infiammatorischen Fak- 
toren. NF-kB, als ein Vertreter der Rel-Proleine, besteht aus 
einem Heterodimer von p50 und p65 Untereinheiten (fiir 50 
Review siehe Baldwin, 1996). In ruhenden Snellen ist NF-kB 
im Zytosol lokalisiert und zwar in einer latenten, inaktiven 
Form, garantiert durch die Bindung an den inhibitorischen 
Faktor 1KB. Dieser maskicrt das nukleare Lokalisationssi- 
gnal im p50/p65 Heterodimer. Signale der Zellaktivierung, 55 
zum Beispiel Zytokine oder virale Infektionen losen die 
Phosphorylierung und poly-Ubiquitinierung von IkB und 
damit die Aktivierung von NF-kB aus (fur Review siehe 
Thanos und Maniatis, 1995). Nach Aktivierung von NF-kB 
kommt es zur Trans lokation von NF-kB in den Zellkern, wo 60 
NF-kB die Transkription von verschiedenen Genen, vor al- 
lem die von Zytokinen, Chemokinen und Zelladhasionsmo- 
lekiilen stimuli ert. Diese Faktoren sind in der Summe invol- 
viert in der Regulation von Immun- und inflammatorischen 
Prozessen. Durch Proteasom-Inhibitoren kann der Abbau 65 
von IKB und somit die Akdvierung von NF-kB blockiert 
werden. Darauf beruht die entzundungshemmende Wirkung 
einer Reihe von Proteasom-Inhibitoren. 
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[0022] In einem Maus-Modell konnte gezeigt werden, 
dass derProteasom-InhibitorPS-519 (ein p-Lacton-Derivat) 
eine starke anti-inflammatorische Wirkung ausubt, und zwar 
in beiden, der verzogerten als auch der uber-sensitiven Ent- 
zundungsreaktion. In niedrigen Dosen ist PS-519 auch wirk- 
sam in Kombination mit Steroiden. PS-519 wurde daher als 
ein neues Medikament fiir die Asthma-Behandlung vorge- 
schlagen (Elliott et al., 1999). Eine weitere Anwendung fur 
PS-519 ergibt sich im Infarkt-Modell: Die inflammatorische 
Reaktion nach zerebralen Verletzungen wurde durch PS-519 
dramatisch reduziert. Danach scheint PS-519 ebenfalls ein 
interessantes Pharmakon fur die Behandlung von Gehirn- 
schlag zu sein (Phillips et al., 2000). 
[0023] Da Proteasom-Inhibitoren einen essentiellen Path- 
way im Zellmetabolismus treffen, ist ein strenges Dosis-Re- 
gime notwendig, urn toxische Neben-Effekte zu unterdruk- 
ken. Im Rahmcn der Entwicklung von in vivo vertraglichen 
Proteasom-Inhibitoren wurden verschiedene Peptid-Bor- 
saure-Derivate getestet, welche sowohl in der Zellkultur als 
auch im Tiermodell anti-Tumor- Wirkung zeigten (Adams et 
al., 1998; 1999). In vitro besitzt PS-341 eine selektive zyto- 
toxische Akdvitat gegen ein breites Spcktrum an humanen 
lYimorzelllinien (Adams et al., 1999). Diese Akdvitat ist mit 
der Akkumulation von p21 und Zellzyklus- Arrest in der G2- 
M-Phase mit nachfolgender Apoptose verbunden (Adams et 
al., 1999). Direkte Injektion von PS-341 bewirkte das Ab- 
sterbcn von 70% der untcrsuchten Tumoren im Maus-Mo- 
dell. Nach intravenoser Verabreichung von PS-341 verteilte 
sich die Substanz in alien Organen und Geweben und hatte 
anti-neoplastische Akdvitat in human-Xenograft-Modellen 
(Adams etal., 1999). 

1.2.2. Applikadon von Proteasom-Inhibitoren in der anti-re- 
troviralen Therapie 

[0024] Der Einsatz von Proteasom-Inhibitoren mit dem 
Ziei, virale Infektionen zu blockieren, wurden bislang nur 
fur HIV-Infektionen bcschriebcn. Insbesondere wurde von 
Schubert et al. (2000a) gezeigt, dass Proteasom-Inhibitoren 
die Assemblierung, Freisetzung und proteolytische Reifung 
von HIV-1 und HIV-2 blockieren. Dieser Effekt beruht auf 
einer spezifischen Blockade der proteolytischen Prozessie- 
rung der Gag Polyproteine durch die HIV-Protease, ohne 
dass Proteasom-Inhibitoren die enzymatische Aktivitat der 
viralen Protease selbst beeinflussen (Schubert et al, 2000a). 
Als Mechanismus wurde daher vorgeschlagen, dass Protea- 
som-Inhibitoren die Akkumulation von falsch gefalteten 
Gag-Molekiilen bewirken, welche norrnalerweise durch das 
UPS in Form von "defective ribosomal products, DRiPs" 
abgebaut werden (Schubert et al., 2000b). Ebenfalls konnte 
gezeigt werden, dass in Gegenwart von Proteasom-Inhibito- 
ren die mono-Ubiquitinierung der "Late assembly'-Domane 
in Gag gestort ist (Ott et al., 2000). 

[0025] Weitere Zusammenhange zwischen Ubiquitin/Pro- 
teasom-Pathway wurden fur Budding von Rous Sarcoma 
Virus, RSV (Patnaik et. al., 2000); Simian Immunodeficincy 
Virus, SIV (Strack et al., 2000), und Ebola Virus (Harty et 
al., 2000) berichtet. Der Mechanismus, mit welchem Protea- 
somcn die Assemblierung verschiedcncr Vircn reguliercn, 
ist bislang unverstanden. 

[0026] Im Wesen der Erfindung kann somit zusammenge- 
fasst.festgestellt werden, dass die uberraschenderweise fest- 
gestellte anti-virale Wirkung von Proteasom-Inhibitoren auf 
Hepadnaviren (HBV, HCV) bislang noch nicht beschrieben 
wurde. Insbesondere wurden keinerlei anti-virale Effekte 
durch Proteasom-Inhibitoren auf die Prozesse des HB V-Re- 
plikadonszyklus ermittelt. Es wurde nicht beschrieben, dass 
Proteasom-Inhibitoren die Freisetzung von infektiosen 
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HBV-Virionen der Virus-Produzent-Zellen blockieren. Wei- 
terhin wurde nicht berichtet, dass Proteasom-Inhibitoren be- 
vorzugt durch Hepatitis-Infektionen hervorgerufene Leber- 
karzinomzellen abtoten und dadurch fur die Therapie von 
Leberkarzinomen geeignet sind. Die erfindungsgemaB dar- 
gestellten Wirkungen von Proteasom-Inhibitoren auf friihe 
und spate Prozesse der HBV-Reptikation wie auch der Ent- 
wicklung von sekundarer Leberzirrhose und Leberkarzino- 
men stellen somit vollig neuartige Prinzipien der anti-vira- 
len Behandlung von HBV-Infektionen dar. 



L3.3 Funktion des UPS in der Replikation von HCC 

[0031] Bisher wurde nicht getestet, ob Proteasom-Inhibi- 
toren einen Einfluss auf die Proliferation oder den TYansfor- 
5 mationstatus von hepatozellulare Karzinomen (HCQ ha- 
ben. Lediglich bekannt ist, dass die P28 Proteasom-Unter- 
einheit in den meisten HCCs uberexprimiert wird (Higashit- 
sujietal.,2000). 

2. Biologie von Hepatitis- Viren 
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1.3. Verbindung zwischen dem UPS und dem Replikations- 
zyklus von Hepadnaviren 

[0027] In keiner bekannten Studie wurde bisher analy- 
siert, welchen Einfluss Proteasom-Inhibitoren auf die Frei- 
setzung und Infektiositat von HBV haben. Proteasom-Inhi- 
bitoren wurden bisher lediglich im Zusammenhang mit He- 
patitis- Viren eingesetzt, um die Interaktion von einzelnen 
viralen Proteinen mit dem Proteasom und die Rolle der Pro- 
teasom-Aktivitat fur die MHC-vermittelte Presentation und 
Degradation von viralen Peptiden zu untersuchen. 

1.3.1 Funktion des UPS in der Replikation von HBV 

[0028] Fur eines der regulatorischen Proteine von HBV, 
das HBx Protein, wurde gezeigt, dass cs mit der Unterein- 
heit XAPC7 (auch PSMA7 genannt) des 26S Proteasom- 
Komplexes interagiert. Fur diese Untereinheit wurde ge- 
zeigt, dass sie direkt an HBx bindet und dies fur die Funk- 
tion von HBx essentiell ist. Durch Inhibition der Expression 
von XAPC7 durch Antisense Oligonukleotide konnte die 
Trans aktivierungsakti vital von HBx blockiert werden (Hu et 
al., 1999). Die Wechselwirkung von einer weiteren Protea- 
som-Untereinheiten mit HBx wurde ebenfalls beschrieben 
(Zhang et al., 2000). Wesentlich unter den bereits bekannten 
Studien ist die Beobachtung, dass die Presentation von HBV 
und HCV antigenen Determinanten in Form von MHC 
Klasse I Peptid-Komplexen offensichtlich auch in Gegen- 
wart von Proteasom-Inhibitoren effizient erfolgen kann (Lo- 
pez et al., 2000). Die Erkennung von HBV infizierten Leber- 
zellen durch zytotoxische TcDS^-ZeU^ und damit die zellu- 
lare natiirliche Immunitat gegen eine HBV-Infektion ware 
somit durch eine Therapie mit Proteasom-Inhibitoren nicht 
beeinflusst wie dies in der vorliegenden Erfindungsbeschrei- 
bung vorgeschlagen wird. 

[0029] Zusammengefasst kann festgestellt werden: In kei- 
ner dieser Studien oder anderen bislang publizierten Arbei- 
tcn getestet oder berichtet wurde, dass Proteasom-Inhibito- 
ren einen Einfluss auf die Freisetzung und Infektiositat von 
Hepatitis- Viren haben, wie dies uberraschenderweise in der 
vorliegenden Erfindungsbeschreibung beobachtet und dar- 
gestellt wurde. 

1.3.2 Funktion des Ubiquitin/Proteasom-Pathway in der Re- 
plikation von HCV 

[0030] Die Expression von HCV-Proteinen beeinflusst 
nicht wie bei HBV die Aktivitat des UPS (Moradpour ct al., 
2001). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die MHC- 
Klasse I Antigenprasentation und die Prozessierung von vi- 
ralen Antigenen von HCV nicht beeinflusst werden und so- 
mit andere Immunescape-Mechanismen fur die Etablierung 
einer persistenten HCV notwendig sind. Eine Fraktion des 
HCV core Proteins selbst wird via dem UPS abgebaut (Su- 
zuki et al., 2001). Es tritt auch eine mono-ubiquitinierte 
Form von des core-Proteins auf, die jedoch stabil ist und 
nicht abgebaut wird. 



2.1. Humane und Animale Hepatitis-B- Viren 

[0032] Es sind eine Vielzahl von human Hepatitis B Virus 

15 (HBV) verwandten Tierviren bekannt, die zusammen die 
Familie der sogenannten Hepadnaviren bilden (Ganem, 
1996; Schafcr et al., 1998). Gemeinsam ist diesen Viren die 
Synthese einer pregenomischen RNA von einer zirkularen 
supergecoilten Form des Genomes (cccDNA) im Zellkem, 

20 Verpackung einer pragenomischen RNA im Zytoplasma in 
Nukleokapside, Uberschreibung der pragenomischen RNA 
innerhalb des Kapsids in eine zirkulare partiell doppclstran- 
gige DNA-Form (ocDNA) mit Hiife der viruskodierten re- 
versen Transkriptase und DNA-abhangigen DNA-Polyme- 

25 rase wahrend der Virusreifung und Ausschleussung. Wegen 
der zahlreichen Gemeinsamkeiten mit HBV werden die ani- 
mal en Hepadnaviren sehr haufig als Tiermodelle zur Erfor- 
schung der Biologie, Pathogenese und Evaluation von anti- 
viralen Substanzen fur die Therapie der humanen Hepatitis 

30 B verwendet (Torresi et al., 2000; Schafer et al., 1998). Des- 
halb wurde in der vorliegenden Erfindungsbeschreibung ins- 
besonderc das Entenhepatitis-B-Virus-Tiermodell fiir Stu- 
dien mit Proteasom-Inhibitoren eingesetzt. 

35 2. 1 , 1 . Hepadnavirale Viruspartikel und Komponenten 

[0033] Im Serum von viramischen Patienten und Tieren 
findet man ncbcn dem infektiosen Virion (ca. 42 nm Durch- 
messer) in der Regel 1000 bis 10000 mehr subvirale, nicht 

40 infektiose Partikel von spharischer oder filamentoser Form. 
Die viralen Partikel bestehen aus einer Lipidhulle, in welche 
HBV-Genom-kodierte Oberflachenproteine (HBs oder S, 
PreSl oder large S, PreS2 oder middle S) eingelagert sind. 
Das Nukleokapsid besteht aus dem Nukleokapsidprotein 

45 und enthalt das partiell doppelstrangige Virusgenom sowie 
zellulare Proteine. Dazu gehoren unter anderem zellulare 
Kinasen. 

2.1.2. Die friihen Infektionsvorgange bei Hepadnaviren 

50 

[0034] Nach Bindung der viralen Partikel an Oberflachen- 
molekiile der Hepatozyten und andere Zellen hepatischen 
und nicht-hepatischen Ursprungs wird das Virus uber wenig 
verstandcne Mechanisms in die Zellen und das Virusgenom 
55 in den Zellkern transportiert. Jeder der Vorgange der friihen 
Schritte der Infektion, bei denen die Wechselwirkung mit 
zellularen Komponenten eine Rolle spielt, konnte bei Virio- 
nen aus Proteasom- behandelten Zellen gestort sein und so 
deren fehlende oder gcringere Infektiositat crklaren. 

60 

2.1.3. Die Synthese der cccDNA von Hepadnaviren und 

Synthese der viralen RNA 

[0035] Wahrend oder nach Eintritt des viralen Genoms in 
65 den Zellkern wird das virale Genom zu einem komplett dop- 
pelstrangigen supergecoilten DNA-Genom (cccDNA) um- 
gewandelt. Bei diesen Vorgangen sind zellulare Proteinen 
beteiligt, deren Funktion durch die in der Erfindung be- 
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schriebenen verandert sein konnten, und mit der Synthese 
der cccDNA interferieren konnten. Diese Form des viralen 
Genoms wird nicht semikonservativ repliziert und ist kein 
direktes Angriffsziel fur die gegenwartig vertugbaren anti- 
viralen Substanzen. Von der cccDNA werden alle viralen 5 
RNAs synthetisiert. Eine der RNAs, das RNA-Pragenom, 
wird mit Hilfe des P-Proteins ins Nukleokapsid verpackt 
und dort in DNA iiberschrieben. Neben den Funktionen des 
P-Proteins bei der Verpackung des RNA-Genoms, der vira- 
len DNA-Synthese und beim Nukleokapsidassembly wer- 10 
den andere Funktionen bei der Etablierung einer Infektion 
vermutet. AuBer dem Pragenom/C-mRNA werden subge- 
nomische RNAs synthetisiert, von denen die Struktur- und 
Nicht-Struktur-Proteine translatiert werden. Daneben gibtes 
gespleiBte RNAs und entsprechende virale Proteine. 15 

2.1.4. Die spaten Schritte der Hepadnavirusreplikation 

[0036] Phosphorylierung und Dephosphorylierung des 
Coreproteins spielen eine wichtige Rolle fur den Zusam- 20 
menbau des Nukleokapsids, fur die DNA-Synthese, fur die 
Assoziation der Nukleokapsidproteine mit Kern- und Cyto- 
plasmamembranen sowie deren Transport in den Zellkern, 
und fiir den Zerfall des Nukleokapsids, welqher notwendig 
ist, um das Genom in den Zellkern zu schaffen. Die veran- 25 
derte Phosphorylierung des Nukleokapsids in Proteasom-In- 
hibitoren-behandelten Zellen (siehe Ausfuhrungbeispicle) 
konnte an all diesen Stellen mit der Infektiositat der Hepad- 
naviren und dem Infektionsvorgang interferieren. Hat die 
DNA-Synthese einen bestimmten Reifezustand errreicht, 30 
kommt es zur Umhullung des Virus. Ein Teil der Nukleo- 
kapside wandert zur Kemmembran und sorgt so fiir die not- 
wendige Kopienzahl der cccDNA. 

2. 1 .5 Das Problem der Heterogenic von Hepadnaviren 35 

[0037] Wegen des Schrittes der reversen Transkription des 
HBV-Genoms in DNA und des Fehlens einer Proofreading- 
funktion der reversen Transkriptase entstehen wahrend der 
Vermehrung von HB V hauflg Mutationen, ahnlich wie es fiir 40 
HIV- und andere RNA-Viren einschlieBlich HCV bekannt 
ist (Giinther et al., 1998). Deshalb sind Patienten immer mit 
einer sehr heterogenen Population von HBV und HCV infi- 
ziert. Die Heterogenic beeinflusst die Pathogenese, die Vi- 
rusresistenz, das Ansprechen auf die Therapie mit Interfero- 45 
nen (IFN) und antiviralen Substanzen (Nukleosidanaloge 
und andere) sowie die Erkennung der infizierten Zellen 
durch das Immunsystem. Diese Befunde belegen, dass neue 
an ti virale Strategien fiir die Verhinderung einer de novo 
HBV Infektion notwendig und sinnvoll sind, trotz der Ver- 50 
fiigbarkeit einer Vakzine und prophylaktisch verabreichba- 
rer Antikorper. 

2.2. Moglichkeiten der Therapie einer chronischen HB V-In- 

fektion 55 

[0038] Eine der wenigen Therapiemoglichkeiten einer 
chronischen HBV-Infektion ist die Behandlung mit Interfe- 
ronen (IFN). Diese ist anerkannt, zugelassen, aber nur teil- 
weise wirksam. Bei Koinfektionen mit HTV und HCV, die 60 
relativ hauflg vorkommen, ist die Erfolgsrate einer IFN-Be- 
handlung noch geringer als bei alleiniger HBV- und HCV- 
Infektion. Alle Reservoirs an HBV und HCV werden selbst 
bei klinisch erfolgreicher IFN-Behandlung so gut wie nie 
eliminiert und konnen zu einer Reaktivierung der Infektion 65 
fuhren (Rehermann et al., 1996). 

[0039] Wesentlicher Nachteil einer anti-HBV-Therapie 
auf der Basis von IFN-Gabe ist, dass diese hauflg mit nega- 
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tiven Nebenwirkungen assoziiert sind. Diese variieren von 
Patient zu Patient und konnen von transienter als auch per- 
manenter Natur sein. Diese Nebenwirkungen reichen von 
Fieber, Mudigkeit, Gewichtsverlust, Haarausfall, Verstar- 
kung einer bestehenden Thrombopenie bis hin zur Auslo- 
sung oder Verstarkung von Autoimmunerkrankungen. Kon- 
traindikationen fiir eine IFN-Therapie sind eine fortgeschrit- 
tene Leberzirrhose, schlechtes Halten an die Verordnungen, 
Alkohol- oder Drogenabusus, psychiatrische oder Auto- 
immunerkrankungen; eine sen were koronare Herzerkran- 
kung, zerebralc Anfallsleiden sowie eine ausgepragte 
Leuko- oder Thrombopenie sowie ein funktionierendes Nie- 
rentransplantat. Relative Kontraindikationen sind Patienten 
mit einem hepatozellularen Karzinom, Kinder j linger als 6 
Jahre, immunsupprimierte Patienten (HEV-Koinfizierte, Ha- 
modialyse, Medikamenten-induzierte Immundefizienz, ge- 
netische Faktoren, Leukamie) (fiir Review siehe Trautwein 
und Manns, 2001). 

[0040] Die fur HBV eingesetzten Nukleosidanaloga hem- 
men das Umschreiben der pragenomischen RNA in DNA 
durch die virus-kodierte Poylmerase. Lamivudine ist eines 
dieser in mehreren Landern zugclassenen Medikamente. 
Auch wenn Lamivudine weniger Nebenwirkungen zu haben 
scheint und relativ gut vertragen von den Patienten wird, hat 
es den groBen Nachteil, dass es so gut wie immer zur Selek- 
tion von Lamivudin-resistenten HBV Stammen kommt. Ein 
in klinischen Studien erprobtes Medikament ist Famcyclo- 
vir, das bisher nicht zugelassen ist und auch Kreuzresistenz 
mit Lamivudine zeigt. Weitere Nukleosidanaloga (z. B. 
Adefovir und Entecavir) werden in klinischen Studien gete- 
stet oder sind erst in der Phase von vorklinischen Testungen. 
Die Anwendung all dieser Medikamente durfte aber cben- 
falls mit dem Problem der Selektion von rcsistcnten Stam- 
men behaftet sein und birgt die Gefahr der Einfuhrung von 
Mutationen in das Wirtsgenom. 

[0041] Seit 1999 ist fur die Therapie der chronischen 
HCV das Guanosinanalogon Ribavirin in Kombination mit 
Interferonen zugelassen. Die Wirkungs weise dieses Medi- 
kaments ist jedoch nur unvollstandig geklart. Eine Eliminie- 
rung von HCV bei Gabe von Ribavirin fiihrt nicht zur Viru- 
seliminierung. Ribavirin hat auBerdem hauflg eine Reihe 
von Nebenwirkungen, wobei die Ribavirin-induzierte Ha- 
molyse von besonderer Bedeutung ist. (fiir Review siehe 
Trautwein und Manns, 2001). Fiir alle gegenwartig zugelas- 
senen Medikament fur HBV und HCV sowie HD V (Hepati- 
tis-D- Virus) gilt, dass es eine Vielzahl von Nonrespondern 
gibt, denen nur grundsatzlich neue Medikamente heifen 
konnen, wie sie in dieser Erfindung beschricben werden. 
[0042] Die Risiken des Einsatzes aller bisher eingesetzten 
antiviralen Medikamente sind noch nicht mit Sicherheit zu 
beurteilen. Nukleosidanaloga bergen prinzipiell die Gefahr, 
dass sie auch zu Mutationen in Chromosomen fuhren, die 
Anlass zur Entstehung von Krebs geben konnten. Fiir die im 
Rahmen der hier vorgestellte Erfindung genannten neuen 
Medikamente sind nicht mit diesem Risiko behaftet bzw., 
diese sind sehr viel unwahrscheinlicher oder nicht zu erwar- 
ten. 

3. Biolgie und Behandlung von HCV-Infektionen 

[0043] Auch die Infektion mit Hepatitis-C- Virus (HCV) 
ist eines der groBen Weltgesundheitsprobleme. Mit diesem 
Virus sind ca. 170 Millionen Menschen (d. h. ca. 3%) der 
Weltbevolkerung infiziert. Manche Lander haben eine 
Durchseuchung mit HCV von uber 10% der Bevolkerung. 
Im Gegensatz zu HBV gibt es bisher keine effektiven Impf- 
stoffe fur HCV. Die HCV-Infektion verlauft in ca. 80% der 
Falle chronisch mit unterschiedlichem Schweregrad von Le- 
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berentziindungen. Ahnlich wie bei HBV ist auch die chroni- 
sche HCV-Infektion mit einem sehr hohen Risiko der Ent- 
stehung von Leberzirrhose und einem Leberkarzinom ver- 
bunden. Fur beide Erkrankungen gibt es kaum Heilung- 
schancen auBer einer erfolgreichen Lebertransplantation. 5 
HCV gehort zu den Flaviviren und kodiert ca. 10 Genpro- 
dukte. Die Infektion wird in der Regel durch Bestimmung 
der spezifischen anti-HCV-Antikorper, der viralen Antigene 
und RNA diagnostiziert. Ahnlich wie bei HBV ist die Patho- 
geneses die sich durch unterschiedliche Grade der Leberent- io 
ziindung bis hin zum Lebcrversagen, der Entstehung einer 
Leberzirrhose/Fibrose und eines Leberkarzinoms sowie Be- 
gieiterkrankungen auszeichnet. Auch die Therapie beruht 
ahnlich wie bei HBV vorwiegend auf der Behandlung mit 
Interferon alpha und Derivaten sowie mit Nukleosidanalo- 15 
gen und weiteren Substanzen unbekannter Wirkweise (fur 
Review siehe Trautwein und Manns, 2001). 
[0044] Folgende Patentschriften, welche die vorliegende 
Erfindung nicht unmittelbar betreffen, wurden veroffent- 
licht: Eine Erfindung, welche Mittel zur Interferenz von 20 
HBV-Infektionen auf der Basis von HBV-Protein X. Wech- 
selwirkung mit Proteasom-Untereinheiten beschreibt 
(US 5872206); ein Verfahren zur Bestimmung der Protea- 
som-Aktivitat in biologischen Proben (WO 00/23614); die 
Verwendung von Proteasom-Inhibitoren als Mittel zur Be- 25 
handlung von Krebs, Entziindungen und Autoimmunerkran- 
kungen (WO 99/22729); die Verwendung von Inhibitoren 
des UPS als Mittel zur Behandlung von Entziindungen und 
Autoimmunerkrankungen (WO 99/15183). 

30 

Wesen der Erfindung 

[0045] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Mittel 
zur Hemmung der Freisetzung und der Infektiositat von He- 
patitis-B- und C-Viren zur Verfiigung zu stellen. Die Auf- 35 
gabe wurde durch den Einsatz von mindestens einem Pro- 
teasorn-Inhibitor in einer pharmazeutischen Zubereitung ge- 
lost. GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung konnen als Proteasom-Inhibitoren Substanzen einge- 
setzt werden, welche die Aktivitaten des zellularen Protea- 40 
som-Pathway hemmen, regulieren oder anderweitig beein- 
flussen. Es ist auch moglich, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, die speziell die enzymati- 
schen Aktivitaten des kompletten 26S Proteasom-Komple- 
xes und der freien, nicht mit regulatorischen Untereinheiten 45 
assemblierten 20S katalytisch aktiven Proteasom-Struktur 
beeinflussen. Diese Inhibitoren konnen entweder eine oder 
mehrcre oder alle der drei hauptsachlichen proteolytischcn 
Aktivitaten des Proteasoms (die TVypsin-, die Chymotryp- 
sin- und die Postgiutamyl-Peptid hydrolysierenden Aktivi- 50 
taten) innerhalb des 26S- oder auch des 20S-Proteasom- 
Komplexes hemmen. 

[0046] Eine Variante der Erfindung besteht darin, als Pro- 
teasom-Inhibitoren Substanzen einzusclzen, die von Zellcn 
hoherer Eukaryoten aufgenommen werden und nach Zel- 55 
laufnahme mit der katalytischen beta-Untereinheit des 26S- 
Proteasoms in Wechselwirkung treten und dabei alle oder 
einzelne der proteolytischen Aktivitaten des Proteasom- 
Komplcxcs irrcversibel oder reversibel blockiercn. 
[0047] Als eine weitere Form der Erfindung kommen Mit- 60 
tel zum Einsatz, welche die Aktivitaten der Ubiquitin-kon- 
jugierenden als auch der Ubiquitin-hydrolysierenden En- 
zyme hemmen. Polyubiquitinierung gilt allgemein als ein 
Erkennungssignal fur die Proteolyse durch das 26S-Protea- 
som, und Beeinflussung des Ubiquitin-Pathway kann eben- 65 
falls die Aktivitat des Proteasoms regulieren. 
[0048] ErfindungsgemaB werden als Proteasom-Inhibito- 
ren auch Substanzen eingesetzt, die in verschiedenen For- 
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men in vivo oral, intravenos, intramuskular, subkutan, in 
verkapselter Form mit oder ohne Zell-Spezifitat-tragende 
Veranderungen oder anderweitig verabreicht werden, auf- 
grund der Anwendung eines bestimmten Applikations- und 
Dosis-Regimes eine geringe Zytotoxizitat und/oder hohe 
Selektivitat fur bestimmte Zeilen und Organe aufweisen, 
keine oder unbedeutende Nebenwirkungen auslosen, eine 
relativ hohe metabolische Halbwertszeit und eine relativ ge- 
ringe Clearence-Rate im Organismus aufweisen. 
[0049] Als Proteasom-Inhibitoren werden des weiteren 
Substanzen eingesetzt, die in naturlicher Form aus Mikroor- 
ganismen oder anderen natiirlichen Quellen isoliert werden, 
durch chemische Modifikationen aus natiirlichen Substan- 
zen hervorgehen oder total- synthetisch hergestellt werden. 
Dazu gehoren: 

a) naturlich vorkommende Proteasom-Inhibitoren: 

- Epoxomicin und Eponemycin, 

- Aclacinomycin A (auch bezeichnet als Aclaru- 
bicin), 

- Lactacystin und dessen chemisch modifizierte 
Varianten, insbesondere die Zellmembran-pcne- 
trierende Variante "Clastolactacystein Ji-Lacton", 

b) synthetisch hergestellte: 

- modifizierte Peptidaldehyde wie zum Bei spiel 
N-carbobenzoxy-L-leucinyl-L-leucinyl-L-leuci- 
nal (auch bezeichnet als MG132 oder zLLL), des- 
sen Borsaure-Derivat MG232; N-carbobenzoxy- 
Leu-Leu-Nva-H (bezeichnet als MG115); N-Ace- 
tyl-L-Leuzinyl-L-Leuzinyl-L-Norleuzinal (be- 
zeichnet als LLnL); N-carbobenzoxy-Ile- 
Glu(OBut)-Ala-Lcu-H (auch bezeichnet als PSI); 

- Peptide, die C-terminal a,p-Epoxyketonc (auch 
bezeichnet als Epoxomicin oder Eponemycin), 
Vinyl- sulphone (zum Bei spiel Carbobenzoxy-L- 
Leucinyl-L-Leucinyl-L-Leucin-vinyl-sulfon oder 
4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leuci- 
nyl-L-Leucinyl-L-Leucin-vinyl-sulfon, auch be- 
zeichnet als NLVS), Giyoxal oder Borgsaure-Re- 
ste (zum Beispiel Pyrazyl- 
CONH(CHPhe)CONH(CHisobutyl)B(OH) 2 ), 
auch bezeichnet als "PS-431 M oder Benzoyl(Bz)- 
Phe-boroLeu, Phenacetyl-Leu-Leu-boroLeu, 
Cbz-Phe-boroLeu); Pinacol-Ester - zum Beispiel 
Benzyloxycarbonyl (Cbz)-Leu-Leu-boroLeu-Pi- 
nacol- Ester - tragen; und 

- als besonders geeignete Verbindungen werden 
Peptide und Peptid-Dcrivate eingesetzt, welche C- 
terminal Epoxyketon-Su-ukturen tragen, hierzu 
zahlen beispieLsweise Epoxomicin (Molekulfor- 
mel: C28H86N4O7) und Eponemycin (Molektilfor- 
mel: C 2 OH36N 2 0 5 ); 

- chemisch modifizierte Derivate auf der Basis 
von naturlich vorkommenden, insbesondere ein p- 
Lacton-Derivat mit der Bezeichnung PS-519 (1R- 
ll5,4R,5S])-l-(l-Hydroxy-2-methylpropyl)-4- 
propyl-6-oxa-2-azabicyclo[3.2.0]heptane-3,7- 
dione, Molekulforrnel: C l2 Hi 9 N04), welches sich 
von dem natiirlichen Proteasom-Inhibitor Lacta- 
cystin ableitet; 

- bestimmte Dipeptidyl Borsaure-Derivate, ins- 
besondere Verbindungen, welche sich von dem 
Pyranozyi-Phenyl-Leuzinyl-Borsaure-Derivat mit 
dem Namen "PS-341" (N-Pyrazinecarbonyl-L- 
Phenylalanin-L-leuzin-Borsaure, Molekiilformel: 
Ci9H 2 5BN 4 04) ableiten. Hierzu zahlen weiterhin 
die Verbindungen "PS-273 n (Morpholin-CONH- 
(CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ) 
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und dessen Enantiomer PS-293, die Verbindung 
PS-296 (8-Quinolyl-sulfonyl-CONH-(CH-Nap- 
myl)-CONH(-CH-isobutyl)-B(OH) 2 ); die Verbin- 
dung PS-303 (NH 2 (CH-Naphthyl)-CONH-(CH- 
isobutyl)-B(OH)2); die Verbindung PS-321 (Mor- 5 
pholin-CONH-(CH-Napthyl)-CX)NH-(CH-Phe- 
nylalanin)-B(OH)2); die Verbindung PS-334 
(CH 3 -NH-(CH-Naphthyl-CONH-(CH-Isobutyl)- 
B(OH) 2 ); die Verbindung PS-325 (2-Quinol- 
CONH-(CH-homo-Phenylalanin)-CX)NH-(CH- 10 
isobutyl)-B(OH)2); die Verbindung PS-352 (Phc- 
nyalanin-CH 2 -CH 2 -CONH-(CH-Phenylalanin)- 
CONH-CCH-isobutyOl-BCOH)^; die Verbindung 
PS-383 (Pyridyl-CONH-(CHpF-Phenylalanin)- 
CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 . Alle diese Verbin- 15 
dungen wurden bereits beschrieben, unter ande- 
rem in Adams et al. (1999). 

[0050] Als besonders geeignete Verbindungen haben sich, 
neben Epoxomicin und Eponemycin, die Proteasom-Inhibi- 20 
toren PS-519, PS-341 und PS-273 (Millennium Pharmaceu- 
ticals Inc., Cambridge, MA 02139, USA) erwicsen. Diese 
Proteasom-Inhibitoren sind sehr potent, sehr spezifisch fur 
das Proteasom, blockieren keine anderen zellulare Proteasen 
und haben daher so gut wie keine Nebenwirkungen. Die 25 
Proteasom-Inhibitoren PS-341 und PS-519 wurden auBer- 
dem sowohl in Tiermodellen fur vorklinische als auch in 
Menschen (Krebspatienten) fur klinische Studien getestet. 
[0051] Im Rahmen der Erfindungsbeschreibung wird 
uberraschenderweise festgestellt, dass Proteasom-Inhibi to- 30 
ren spate Prozesse im Replikationszyklus von Hepadnaviren 
hemmen. Dabei wurde spezifisch beobachtet, dass sich die 
erfindungsgemaBc Verwendung von Proteasom-Inhibitoren 
dazu eignet, die Produktion von infektiosen Virionen von 
chronisch mit HBV infizierten Zellen weitgehend oder voll- 35 
kommen zu unterbinden. Nach Behandlung von HBV-pro- 
duzierenden Zellen mit Proteasom-Inhibitor tritt sowohl 
eine Hemmung der Freisetzung von Virionen als auch eine 
nahezu voilstandige Reduktion der Infektiositat der freige- 
setzten Virionen ein. In Folge dieser neuartigen Aktivitaten 40 
konnen Proteasom-Inhibitoren die Virusreplikation und so- 
mit die Neuinfektion von Hepatozyten und damit die Aus- 
breitung einer HBV-Infektion in vivo, in dem I^ebergewebe 
eines HB V-Infizierten, unterdriicken. 

[0052] Als weiterer Schwerpunkt der Erfindungsbeschrei- 45 
bung wurde festgestellt, dass die Behandlung von chronisch 
mit HBV infizierten Hepato-Karzinomzellen mit Protea- 
som-Inhibitoren bevorzugt das Absterben (hauptsachlich 
durch Induktion von Apoplose) dieser Krebszcllen indu- 
ziert, wahrend gesunde, primare Hepatozyten und die ande- 50 
ren nicht proliferierenden Leberzellen sehr viel resistenter 
gegen uber einer Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren 
sind. Leberkarzinome sind medikamentos kaum behandel- 
bar und fuhren in der Regel ohne Lebertransplantation oder 
Leberresektion zum Tod. Proteasom-Inhibitoren erlangen 55 
dadurch eine weiteres therapeutisches Potential fur die Be- 
handlung von Hepatitis- Virusinfektionen: Durch die Be- 
handlung mit Proteasom-Inhibitoren kann nicht nur die Aus- 
breitung der Infcktion (durch Blockierung der Produktion 
infektioser Virionen), sondern auch die mit der Infektion 60 
verbundene Entstehung von Leberzell-Karzinomen unter- 
drlickt, verhindert oder ein bereits etabliertes Leberzellkar- 
zinom geheilt werden. Dieser Anspruch beruht auf der Tat- 
sache, dass die Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren - 
ahnlich der bereits bekannten anti-neoplastischen Wirkung 65 
von Proteasom-Inhibitoren auf eine Vielzahl von Tumoren - 
eine spezifische Eliminierung von Leberkarzinomzellen in 
vivo bewirken kann. Die anti-neoplastische Wirkung von 
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Proteasom-Inhibitoren wurde bislang nicht fur Leberzell- 
karzinome gezeigt und steilt daher ein neuartiges therapeuti- 
sches Prinzip dar. Proteasom-Inhibitoren konnen somit zur 
Behandlung/BekampfungA%rhinderung von HBV-induzier- 
ter Leberzirrhose, insbesondere primaren Leberzellkarzino- 
men eingesetzt werden. 

[0053] Weiterhin konnen Proteasom-Inhibitoren unter 
Verwendung der neuartigen antiviralen Wirkung fiir die Be- 
handlung von folgenden symptomatischen und symptomlo- 
sen Hepatitis- Virusinfektionen eingesetzt werden: Hepati- 
tis-A-Virus (HAV), Hepatitis-C- Virus (HCV), Hepatitis- 
Delta- Virus (HDV), Hepatitis-E- Virus (HEV), Hepatitis-F- 
Virus (HFV), Hepatitis-G- Virus (HGV). Die Behandlung 
der Hepatitis B und C mit Proteasom-Inhibitoren sind we- 
gen der weiten Verbreitung, der besonders hohen Pathogeni- 
tat sowie wegen der Assoziation der chronischen Infektion 
mit der Entwicklung eines Lebcrkarzinoms von besonderer 
Bedeutung. 

[0054] Die Proteasom-Inhibitoren konnen auch in Kombi- 
nation mit anderen anti-Hepatitis-Medikamenten und son- 
stigen Therapieschemata eingesetzt werden, z. B. Interferon 
alpha/beta/gamma und Varianten hiervon (zum Bei spiel pe- 
gylierte Interferone), Interleukine, Nukelosidanaloga (La- 
mivudine, Cidovir, Ribavirin und andere), Steroide, Plasma- 
Austausch, Thymosin alpha 1, Irnpfstoffe, passive und ak- 
tive Vakzinierung, therapeutische und prophylaktische Vak- 
zinierung, Glycyrrhizin, Stammzelltransplantation, Organ- 
transplantationen, Nahrungstherapie, Immunsuppressiva, 
Cyclosporine und Derivate hiervon, Amanditin und Deri- 
vate, Interleukine und andere Cytokine, nicht Proteasom- se- 
lektive Protease-Inhibitoren, Azathioprin, Hamodialyse, so- 
wie hoch aktive antirctrovirale Therapie (highly active anti- 
retroviral therapy, "HAART") bci Co-Infcktionen von HBV 
mit Humanen Immundefizienzviren (HIV). Da Proteasom- 
Inhibitoren auch anti-virale Wirkung auf HIV austiben, ist 
eine Behandlung von HBV/TnV-Koinfektionen, insbeson- 
dere in ^Combination mit HAART-Therapie, ein Anwen- 
dungsschwerpunkt der Erfindung. 

[0055] Eine Verhinderung des Krankheitsausbruches und 
eine Reduzierung der Infektionsausbreitung im Organismus 
von symptomlosen HBV infizierten Personen ist erfindungs- 
gemaB ebenfalls mit Proteasom-Inhibitoren moglich. 
[0056] Die erfindungsgemaBe Verwendung von Protea- 
som-Inhibitoren besteht in der Hemmung der Freisetzung, 
Reifung und Replikation von Hepatitisviren. Die Verwen- 
dung zur Hemmung der Vermehrung von Hepadnaviren er- 
folgt nach den Mechanismen 

a) Blockicrung/Rcduktion der Freisetzung von ncucn 
Virionen 

b) Blockierung/Reduktion der Infektiositat von freige- 
setzten Virionen 

c) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung 
in Kulturen von primaren Hepatozyten 

d) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung 
in der Leber in vivo, Eine weitere Verwendung von 
Proteasom-Inhibitoren liegt in der Induktion des Ab- 
sterbens von Hepato-Karzimonzellen, in der Unter- 
druckung und/odcr Verhinderung des Entstchens von 
Leberzell-Karzinomen sowie in der Therapie von Pa- 
tienten mit etablierten Leberzellkarzinomen. 

[0057] Eine weitere Verwendung besteht in der Behand- 
lung/Bekampfung/Verhinderung von 

- HBV-induzierter Leberzirrhose und/oder 

- HBV-induzierten Leberzellkarzinomen 

- HCV-induzierten Leberkarzinomen 
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- Medikamenten-induzierten Leberkarzinomen 

- genetisch bedingten Leberkarzinomen und/oder 

- durch die Umwelt bedingten Leberkarzinomen. 

[0058] Eine weitere Verwendung liegt in der gezielten Eli- 5 
minierung von Leberkarzinomzellen, die infolge einer 

- HBV-Infektion und/oder 

- HCV-Infektionoder 

- entsprechenden Koinfektion mit beiden Viren und/ 10 
oder 

- HDV/HBV-Koinfektion 
entstehen. 

[0059] Weiterhin finden Proteasom-Inhibitoren Verwen- 15 
dung zur 

- Verhinderung der Entstehung, des Wachstums und 
der Metastatisierung von Leberzelltumoren sowie zur 
bevorzugten Zerstorung von Leberkarzinomzellen, in 20 
HBV- und HCV-infizierten Patienten und Ueren 

- Modulation der Expression, Modifizierung und Ak- 
tivitat des Tumorsuppressor-Proteins p53 

- Leberzellregeneration bei Patienten mit Leberent- 
zundung 25 

- Reduktion der Anzahl infizierter Virus-produzieren- 
der Zellen im Leberzellgewebe 

- Hemmung sowohl der Erhaltung und Persistenz ei- 
ner bereits etablierten Infektion als auch einer Sekun- 
darinfektion und somit der Ausbreitung einer Infek- 30 
tion, einschlieBlich der Blockierung der Ausbreitung 
einer HBV-Infektion in vivo 

- Behandlung von Koinfektionen mit HBV und Im- 
mundefizienzviren HIV-1 und HIV- 2 

- Behandlung von HBV/HIV-Koinfektionen in Kom- 35 
bination mit der HAART-Therapie 

- Verhinderung einer Re-Infektion mit HBV bei Le- 
ber- und anderen Organtransplantationen 

- Verhinderung einer Re-Infektion mit HBV bei Zell- 
therapien durch Gabe der Mittel vor, wahrend und nach 40 
der Transplantation 

- Behandlung und Bekampfung von Hepatitiden in 
Kombination untereinander 

- Verhinderung einer Re-Infektion mit HBV bei der 
Transplantation von virusfreien Organen auf chroni- 45 
sche Virustrager, die immer Restvirus haben und sich 
neue Organe inflzieren konnen wie auch bei der t)ber- 
tragung von Virus-haltigen Organen von Spendcm auf 
virusfreie Patienten 

- Verhinderung der Etablierung einer systemischen 50 
Hepatitis- Virus-Infektion unmittelbar nach Kontakt 
mit infektiosem Virus oder zur 

- Minderung oder Eliminierung der Leberentzundung 
durch Immunsystemvermittclte Mechanismen. 

55 

[0060] Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibito- 
ren besteht in der Verhinderung der Etablierung einer syste- 
mischen Hepatitis-Virusinfektion unmittelbar nach Kontakt 
mit infektiosem Virus (zum Bcispiel bei Nadel-Stich- Verlct- 
zungen mit Virus-kontaminiertem Blut oder Blutprodukten). 60 
[0061] Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibito- 
ren ist die Vorbeugung einer Hepatitis-Virusinfektion bei 
Personen mit hohem Risiko einer Neuinfektion, zum Bei- 
spiel bei Arzten, Risiko-Personal in Hausem mit hohem Be- 
sucherverkehr, Drogenabhangigen, Reisenden in hochende- 65 
mische Gebiete fur Hepatitis- Viren, in der Krankenbehand- 
lung, fur Familienangehorige von chronischen Virustragern. 
[0062] Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibito- 



398 A 1 

18 

ren besteht in der Verhinderung einer Re-Infektion mit HBV 
bei Leber- und anderen Organtransplantationen sowie bei 
Zelitherapien durch Gabe der Mittel vor, wahrend und ei- 
nige Zeit nach der Transplantation. Die Gabe dieser Mittel 
ist angezeigt sowohl fiir die Hochrisikosituation bei der 
Transplantation von virusfreien Organen auf chronische Vi- 
rustrager, die immer Restvirus haben und wo sich neue Or- 
gane inflzieren konnen, als auch fur die Ubertragung von Vi- 
rus- haltigen Organen von Spendern auf virusfreie Patienten. 
[0063] Eine weitere Verwendung besteht darin, dass Pro- 
teasom-Inhibitoren die Phosphorylierung von Hepatitis- Vi- 
ren Core-Proteinen verandern und dadurch die Freisetzung 
und Infektiositat von Hepatitis-B- Viren herabsetzen oder 
blockieren. 

[0064] Eine weitere Verwendung liegt in der Kombination 
mit bereits in der anti-viralen Therapie von Hepadnaviren 
verwendeten Therapeutika. 

[0065] Eine wesentliche Anwendung besteht in der Ver- 
wendung von Proteasom-Inhibitoren zur Herstellung von 
Mitteln bzw. pharmazeutischen Zubereitungen zur Hem- 
mung der Freisetzung, Reifung und Replikation von Hepati- 
tisviren sowie zur Herstellung von Ajzneimitteln zur Be- 
handlung und Prophylaxe von Hepatitiden. 
[0066] Die Prinzip-Losung der Aufgabe wird am Bei spiel 
von DHBV gezeigt. Es wird dargestellt, dass nach Zugabe 
von verschiedenen Substanzklassen von Proteasom-Inhibi- 
toren die Produktion von infektiosen Viruspartikeln aus be- 
reits infizierten Zellen gehemmt wird. 
[0067] ErfindungsgemaB wird dieses Phanomen sowohl 
am Beispiel der Nichtinfizierbarkeit von primaren Hepato- 
zyten (Ente, Murmeltier, Tupaia und Mensch), von Gallen- 
gangszellen, von Mischkulturen aus Hcpatozyten und 
Nichthepatozyten, von Zellen des hamatopoetischen Sy- 
stem, als auch von etablierten Hepatomazellen mit Hepatitis 
B-, C- und D- Viren aus Proteasom-Inhibitoren-behandelten 
Zellen dargestellt. Daruber hinaus wird dies durch analoge 
Infektionsversuche in Tiermodellen in vivo dargestellt 
(uPA/RAG2-Mausmodell repopulicrt mit Lcberzcllen aus 
Mensch, Murmeltier und Tupaia; mit Enten, Murmeltieren 
und Tupaias). Die Vorgehensweise ist, dass HBV, HCV, 
HDV Viruspartikel und Kombinationen hiervon aus den 
Medien von Produzentenzellen, welche fiir unterschiedliche 
Zeiten und Dosen mit Proteasom-Inhibiioren behandelt wur- 
den, geerntet werden und die Infektiositat der Viruspartikel 
durch Infektion von Hepatitis- Virusfreien Zellen getestet 
wird. Hierzu werden die oben genannten Zellen mit den Vi- 
ruspartikeln inkubiert und anschlieBend die Infektion oder 
das Ausbleiben der Infektion durch Analyse der intra- und 
extrazellularen Komponenten von Nachkommen viren uber- 
priift. Konkret werden analysiert sowohl der Status der Neu- 
synthese von viralen Antigenen (Oberflachenproteine und 
Nukleokapsidprotein sowie von e-Antigen durch Immuno- 
blot,.ELISA und metabolische Markierung mit anschlieBen- 
der Autoradiographic der im SDS-PAGE aufgetrennten Pro- 
teine) als auch Virusnukleinsauren (RNA durch Northern, 
DNA durch Southern und entsprechende Dot blots und 
PGR- und RT-PCR-Analysen). AuBerdem werden die vira- 
len Antigene durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit 
Hilfe von Virus- spczifischen Antikorpcrn mikroskopisch 
nachgewiesen. 

[0068] ErfindungsgemaB wird am Beispiel von chronisch 
mit DHBV infizierten Enten-Hepatozyten gezeigt, dass nach 
Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren die Lebensfahigkeit 
der primaren Hepatozyten nicht wesentlich beeintrachligt 
ist, ebenso ist die Proteinsynthese in diesen primaren Zellen 
nichtwesentlich blockiert. Jedoch wird im Rahmen der Er- 
findungsbeschreibung festgestellt, dass die freigesetzten Vi- 
rionen faktisch nicht infektios sind und daher keine Neuin- 
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fektion in primaren Hepatozyten auslosen konnen. Im Er- 
gebnis der Erfindung wird damit gezeigt, dass die Inhibie- 
rung des Proteasom-Pathway mittels Proteasom-Inhibitoren 
die Produktion von infektiosen DHBV-Virionen blockiert 
sowie die Sekretion insgesamt von viralen Partikeln sowie 5 
von e-Antigen inhibiert, ohne dass dabei die Proteinsyn- 
these von Leberzellen signifikant beeintrachtigt wird. 
[0069] ErfindungsgemaB wird am Beispiel DHBV ge- 
zeigt, dass unter der Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren 
die biochemische Modifizierung des Nukleokapsidproteins to 
verandert ist. Oberraschcnderweise wird festgestellt, dass 
core-Proteine welche unter Behandlung mit Proteasom-In- 
hibitoren exprimiert werden, eine Veranderung des Moleku- 
largewichtes zeigen. Diese neuartige Beobachtung lasst auf 
eine Veranderung der Phosphorylierung des Nukleokapsid- 15 
proteins riickschlieBen. Im Ergebnis dieser Beobachtung 
wird daher festgestellt, dass die Veranderung in der Modifi- 
zierung des Nukleokapsidproteins wahrscheinlich die me- 
chanistische Grundlage fur die reduzierte Infektiositat der 
aus den Pl-behandelten Zellen sekretierten DHB V-Viren ist. 20 
[0070] In einem weiteren Teil der Erfindung wird gezeigt, 
dass Proteasom-Inhibitoren den Zelltod von Lcberkarzi- 
nomzellen induzieren. ErfindungsgemaB wird am Beispiel 
von kultivierten Enten-Hepatozyten gezeigt, dass primare 
Leberzellen relativ resistent gegenuber Proteasom-Inhibito- 25 
ren bis zu einer Konzentration von ca. lOmicroM sind, 
wahrend Leberkarzinomzellen bereits bei 100-fach niedri- 
geren Konzentrationen von Proteasom-Inhibitoren abgetotet 
werden. 

[0071] Die Induktion des Zelltodes (ausgelost durch apop- 30 
totische, nekrotische oder andere Prozesse) in HBV-produ- 
zicrenden Leberkarzinom-Zellen nach Behandlung mit Pro- 
teasom-Inhibitoren wird crfindungsgcmaB am Beispiel von 
humanen Leberkarzinomzelllinien (zum Beispiel 
HepG.2.2.15) dargestellt. Nachgewiesen wird dieser neuar- 35 
tige Mechanismus mittels Irypanblau Ausschlussfarbung 
(lebende Zellen werden nicht gefarbt, tote Zellen nehmen 
den FarbstofT auf), durch Nachweis der Annexin-V Oberfla- 
chenexpositon durch Immunfluoreszenz, durch Detektion 
der DNA-Fragmentierung, durch Immunoblotnachweis und 40 
Fluoreszenzfarbungsnachweis von prozessierten und akti- 
vierten Caspasen und enzymatischen Nachweis der Caspa- 
seaktvitat. In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung werden eine Huhnerhepatomazelllinie (LMH) und pri- 
mare Hepatozyten aus Enten (DHBV infiziert und nicht-in- 45 
fiziert) sowie Huhnern (nicht DHBV infiziert) auf selektive 
Toxizitat hinsichtlich Proteasom-Inhibitoren fur Hepatoma- 
zellen im Verbund mit nicht transformierten Hepatozyten 
getestet. 

[0072] Das bevorzugte Absterben von Leberkarzinomzel- 50 
len begriindet sich erfindungsgemaB in der anti-neoplasti- 
schen Wirkung von Proteasom-Inhibitoren. 
[0073] Beispielsweise besitzt der bekannte Proteasom-In- 
hibitor PS- 341 eine selektive zytotoxische Aktivitat gegen 
ein breites Spektrum an humanen r l\imorzellen, eine Aktivi- 55 
tat, welche mit der Akkumulation von p21 und Zellzyklus- 
Arrest in der G2-M-Phase mit nachfolgender Apoptose ver- 
bunden ist. Die Expression, Modifizierung und Aktivitat des 
Tumor suppressor-Proteins p53 wird ebenfalls durch die 
Wirkung von Proteasom-Inhbitor PS-341 (PI) beeintrach- 60 
tigt. ErfindungsgemaB kann durch diese und andere Mecha- 
nismen die gezielte Eliminierung von Leberkarzinomzellen 
bewirkt werden, welche infolge einer HBV- In fektion und 
HCV-Infektion oder entsprechender Koin fektion mit beiden 
Viren oder mit HDV/HBV-Koinfektion mehr als 100 rnal 65 
haufiger entstehen als bei nicht infizierten Zellen. 
[0074] Der wesentliche Vorteil der Erfindung besteht 
darin, dass mit der Behandlung von Proteasom-Inhibitoren 



zwei fur die Bekampfung viraler Hepatitis-Infektionen we- 
sentliche Effekte ausgelost werden konnen: Zum einen wird 
die Produktion von infektiosen Viruspartikeln und damit die 
Infektionsausbreitung im Organismus gehemmt. Zum ande- 
ren wird die Entstehung, das Wachstum und die Metastati- 
sierung von Leberzelltumoren verhindert, welche infolge ei- 
ner Hepatitis- Virusinfektion nach einer Persistenzphase sehr 
haufig auftritt, Daruber hinaus werden bereits bestehende 
Leberkarzinome durch die Proteasom-Inhibitoren zerstort, 
nicht aber die wenig oder nicht proliferierenden normalen 
Zellen der Leber. 

[0075] Aufgrund dieser neuartigen Behandlungsmethode 
konnen daher vielfaltige therapeutische Effekte durch den 
Einsatz von Proteasom-Inhibitoren bei Infektionen mit He- 
padna- und anderen Hepatitis viren ausgelost werden. We- 
sentlicher Vorteil neben den Vorteilen der Blockierung der 
Infektiositat der freigesetzten Viren sowie der Verhindcrung 
von Leberzellkarzinomen ist die Tatsache, dass mit dieses 
Strategic zellulare Faktoren getroffen werden, welche fur 
die Replikation von Hepadna- und anderen Hepatitisviren 
essentiell sind, jedoch eine sehr viel hohere genetische Sta- 
bilitat im Vergleich zu viralen Faktoren beinhalten. Auf- 
grund dieser genetischen Stabilitat der Zielstruktur dieser 
neuartigen anti- viralen Strategie ist mit dem Auftreten von 
Resistenz-Erscheinungen, wie sie fur viele der bislang be- 
kannten Inhibitoren einer HBV- und HC V-Infekuon bekannt 
sind, nicht zu rechnen. Insbesondere gilt dies fur die Poly- 
merasemutanten von Hepatitis B und C Viren, die bei Nu- 
kleosidanaloga-Behandlung so gut wie immer nach einer re- 
lativ kurzen Zeit auftreten. Dies gilt auch fur Immunescape- 
Varianten, wie sie bei passiv und aktiv Vakzinierten sowie 
naturlichcrweise auftreten. Glciches gilt fiir Interferonresi- 
stente Stamme von HBV und HCV 
[0076] Die Prinzip-Losung wird am Beispiel von prima- 
ren Entenhepatozyten gezeigt, welche mit DHB V-Vkuspra- 
parationen infiziert werden. Chronisch mit DHBV infizierte 
primare Entenhepatozyten, gewonnen durch Leberperfusion 
und Kollagenase-Behandlung aus der Leber von kommer- 
ziell erwerblichen Enten, die haufig bereits mit DHBV infi- 
ziert sind, werden mit verschiedenen Klassen von Protea- 
som-Inhibitoren behandelt, inklusive solcher Proteasom-In- 
hibitoren, welche sich bereits in klinischer lestung fiir die 
Behandlung von Krebspatienten befinden (zum Beispiel die 
Proteasom-Inhibitoren PS-341, PS-273, PS-519). Nach der 
Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren wird im Rahmen der 
Erfindung festgestellt, dass die behandelten Hepatozyten 
ihre Fahigkeit weitgehend oder vollstandig verloren haben, 
infektiose Viruspartikel zu produzieren. Aufgrund dieser 
neuartigen Aktivitaten von Proteasom-Inhibitoren ist davon 
auszugehen, dass die Applikation von in vivo vertraglichen 
Proteasom-Inhibitoren die Infektionsausbreitung von He- 
padnaviren im infizierten Organismus unterdruckt werden 
kann. Es ist weiterhin im Rahmen der Erfindung davon aus- 
zugehen, dass mil der neuartigen anti-viralen Strategic das 
Virusreservoir einer Hepadna virusinfektion vollstandig eli- 
miniert und damit eine oder vollstandige Heilung einer In- 
fektion mit Hepadna viren erzielt werden kann. Dieser An- 
spruch begriindet sich insbesondere auf der Tatsache, dass 
mit dieser neuartigen Behandlung die Infektionsausbreitung 
und darnit die Neuinfektion von Leberzellen verhindert wer- 
den kann. Auch wenn die intrazelluiare Synthese von vira- 
len Proteinen und Nukleinsaure in bereits infizierten Zellen 
nicht nachweisbar in der Menge reduziert wird, kann die Be- 
handlung zur vollstandigen Eliminierung des Virus fiihren, 
da Hepatitis-infizierte Zellen i. d. R. nur eine begrenzte Le- 
benszeit haben. Die Leberzellregeneration ist bei Patienten 
mit Leberentziindung besonders hoch. Deshalb sollten die in 
diesen Patienten haufiger entstehenden virusfreien Hepato- 
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zyten wegen der Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren 

nicht de novo infizdert werden konnen. 

[0077] ErfindungsgemaB wird gezeigt, dass der hem- 

mende EfFekt von Proteasom-Inhibitoren auf die Virusver- 

mehrung von Hepadnaviren folgende Mechanismen bein- 

haltet: 

1. Blockierung/Reduktion der Freisetzung von neuen 
Virionen; 

2. Blockierung/Reduktion der Infektiositat von freige- 
setzten Virionen; 

3. Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung 
in Kultur von primaren Hepatozyten; 

4. Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung 
in der Leber in vivo. 

[0078] Zur Losung der Aufgabe wurden im Rahmen der 
Erfindung verschiedene proteinchemische, molekular-viro- 
logische und immunhistologische Studien an HBV-infizier- 
ten Zellen durchgefuhrt. ErfindungsgemaB wird der durch 
Proteasom-Inhibitoren ausgelbste Defekt in der Infektiositat 
von Hepadnaviren mittels biochemischer Methoden darge- 
stellt. Dazu wurden Western Blot-Studien an DHBV-Protei- 
nen durchgefuhrt. 

[0079] Ebenfalls wird im Rahmen der Erfindungsbe- 
schreibung die Blockierung der Neuinfektion von primaren 
Hepatozyten mit Virus, welches aus Proteasom-Inhibitoren- 
behandelten Zellen isoliert wurde, mittels Immunfluores- 
zenz-Messung ermittelt. Die dabei gewonnenen Informatio- 
nen ermoglichen die Darstellung des hemmenden Effektes 
von Proteasom-Inhibitoren auf die Infektion von kultivier- 
ten primaren Hepatozyten. Mit Hilfe dieser Methoden wird 
gezeigt, dass nach Behandlung von inflzierten Zellen mit 
Proteasom-Inhibitoren faktisch keine infektiosen Virusparti- 
kel von der Zelle mehr freigesetzt werden konnen. Durch 
diese in vitro Infektionsstudien wird gezeigt, dass verschie- 
dene Substanzklassen von Proteasom-Inhibitoren alle den 
gleichen Effekt ausloscn: die Blockierung der Produktion 
von infektiosen Hepadnaviren. 

[0080] Femer wird erfindungsgemaB die durch die Wir- 
kung der Proteasom-Inhibitoren reduzierte Infektiositat frei- 
gesetzter unreifer HBV- Virionen mittels End-Punkt-Titrati- 
onsstudien in primaren Hepatozyten dargestellt. Dabei wird 
gezeigt, dass allein eine Inkubation mit Proteasom-Inhibito- 
ren fur 24 Stunden (etwa der Zeit eines HBV-Replikations- 
zyklus) zu einer totalen Blockierung der Infektiositat fuhrt, 
denn mit den verwendeten Methoden konnte faktisch kein 
Virus-Titer in den Zellkulturiiberstanden von Zellen beob- 
achtet werden, wclche mit Proteasom-Inhibitoren behandelt 
wurden. 

[0081] Das in der Erfindungsbeschreibung dargestellte 
Prinzip der Verwendung von Proteasom-Inhibitoren zur 
Blockierung einer Infektion mit Hepadnaviren ist neuartig 
in Hinsicht auf die Verwendung einer bereits bekanntcn 
Substanzklasse (den Proteasom-Inhibitoren) fiir eine neue 
Aktivitat, welche sich in folgenden therapeutischen Kon- 
zepten zusammenfassen lasst: 

- die Blockierung der Produktion von infektiosen He- 
padnaviren und damit die Verhinderung der Infektions- 
ausbreitung in vivo, dem Leber-Gewebe einer inflzier- 
ten Person; 

- die Induktion des Absterbens von Leberkarzinom- 
zellen, welche in direkter oder indirekter Folge einer 
Infektion mit Hepadnaviren entstanden sind. 

[0082] Gleichzeitig ist die Verwendung von Proteasom- 
Inhibitoren auch neuartig hinsichtlich des Anwendungsprin- 



zips. Bislang sind keine Substanzen/Prinzipien/Methoden 
bekannt, welche spate Prozesse der Replikation von Hepad- 
naviren, speziell der Freisetzung von infektiosen Virionen 
beeinflussen. Weiterhin ist neu, dass die Verwendung von 

5 Proteasom-Inhibitoren zur Blockierung der Replikation von 
Hepatitis- Viren fiihrt. Dieser Inhibitionsmechanismen ist in 
alien Wirtszellen des Virus, den Leberhepatozyten, konser- 
viert. Im Vergleich zu bisherigen antiviralen Methoden der 
Behandlung von Hepatitis-Infektionen, welche essentielle 

10 Komponenten des Virus direkt treffen, ist die Wahrschein- 
lichkeit der Entstehung von Resistenzmechanismen bci 
Applikation von Proteasom-Inhibitoren in der Behandlung 
von Hepadnavirus-Infektionen um GroBenordnung gerin- 
ger. Die Neuartigkeit dieses Wirkprinzips von Proteasom- 

15 Inhibitoren zeigt sich auch in der Tatsache, dass Proteasom- 
Inhibitoren ein breites Wirkungsspektrum gegenubcr unter- 
schiedlichen Hepatitis- Viren (HAV, HBV, HCV, HDV, HEV, 
HG V) besitzen. Der inhibitorische Effekt wurde im Rahmen 
der Erfindung mit gleicher Intensitat bei verschiedenen pri- 

20 maren als auch klonierten Hepatitis- Viren beobachtet. 

[0083] Neuartig ist weiterhin das Prinzip der Wirkung von 
Proteasom-Inhibitoren, die zwar nicht den Viruseintritt, 
wohl aber die Produktion von infektiosen Viruspartikeln 
von bereits mit Hepadnaviren inflzierten Zellen verhindern 

25 als auch die Freisetzung des viruskodierten e-Antigens, wel- 
ches fur die Etablierung einer chronischen Infektion not- 
wendig ist, vermindert. Dadurch wird wescntlich die Menge 
an infektiosen Virionen (Viruslast) sowie des fiir die Etablie- 
rung einer chronischen Infektion notwendigen e-Antigens 

30 und somit die Infektionsausbreitung in vivo reduziert. 

[0084] In der Summe dieser neuartigen Mechanismen 
lasst sich feststcllen, dass die vermindcrte Freisetzung von 
noch dazu wenigen oder gar nicht infektiosen Viruspartikeln 
im Netto-Effekt bei gleichzeitigem Zelltod von Virus-pro- 

35 duzierenden Karzinomzellen im Falle einer in vivo Anwen- 
dung von Proteasom-Inhibitoren die Menge an infektiosen 
Virionen in einem mit Hepadnaviren inflzierten Organismus 
verringert. Somit wird insgesamt die Zahl infiziertcr Produ- 
zentenzellen im Leberzellgewebe reduziert. Dies macht die 

40 Anwendung von Proteasom-Inhibitoren allein oder in Korn- 
bination mit bereits in der anti-viralen Therapie von Hepad- 
naviren verwendeten Therapeutika attraktiv. 
[0085] Im Rahmen der Erfindung wird erstmalig gezeigt, 
dass uberraschenderweise nach Inaktivierung des UPS 

45 durch Behandlung von chronisch mit DHBV inflzierten pri- 
maren Hepatozyten die Freisetzung von infektiosen DHB V- 
Viruspartikeln blockiert wird. Die spezifische Infektiositat 
der freigesetzten Virionen ist dramatisch ernicdrigt. Mit all- 
gemcin ublichcn Methoden der Infektiositatsbestimmung 

50 kann kein spezifischer Titer an neuproduzierten Virusparti- 
keln in den Zellkulturiiberstanden nachgewiesen werden, 
deshalb wurde ein Einzelinfektionstest angewandt (siehe 
hierzu Ausfuhrungsbeispiel 1). ErfindungsgemaB werden 
hierzu primarc Entenhcpatozyten, welche aus Lcbern von 

55 Entenembryonen gewonnen und in vitro kultiviert wurden, 
mit DHBV-haltigen Zellkulturiiberstanden infiziert. Diese 
DHBV-haltigen Zellkulturuberstande wurden von chronisch 
mit DHBV inflzierten primaren Entenhepatozyten gewon- 
nen, welche fiir 2 Tage mit 10 microM Proteasom-Inhibito- 

60 ren behandelt wurden. Zu einer parallelen Kulturen wurden 
keine Inhibitoren zugesetzt. Zum Zeitpunkt der maximalen 
Virusproduktion (ca. 90-% der Hepatozyten einer primaren 
Leberzellkultur befindet sich in der akuten Infektionsphase) 
wurde die Behandlung der Virus-produzierenden Kulturen 

65 begonnen. Die Menge an freigesetzten DHBV- Virionen 
wird mittels DNA-dotblot-Analyse der extrahierten DNA 
aus Viruspartikeln sowie mittels Western blot Analyse des 
viralen core-Proteins untersucht. Dabei wurde eine 5-10-fa- 
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che Reduktion der freigesetzten DHBV-Virionen beobach- 
tet. 

[0086] Die spezifische Infektiositat der neu produzierten 
DHBV-Virionen wird mittels Titration in permissiven Kul- 
turen an primaren Entenhepatozyten ermittelt. Die Feststel- 5 
lung der Anzahi an infizierten Zellen erfolgt durch core- und 
preS-Immunfarbung. Bei Verwendung von verschiedenen 
Verdiinnungen der Zellkulturiiberstande als Inokkulum wird 
festgestellt, dass in Zellen, welche mit Zellkulturubers tan- 
den von den mit Proteasom-Inhibitoren behandelten Kultu- 10 
ren inkubiert wurden, kein einziges Infektionsereignis nach- 
weisbar ist. Iri keiner der fiir die Titration verwendeten Kul- 
turen konnte eine neu-infizierte Zelle mittels Immunfluores- 
zenz fiir DHBV core- oder preS-Proteine festgestellt wer- 
den. ErfindungsgemaB wird mit diesem Ergebnis eine neuar- 15 
tige Aktivitat von Proteasom-Inhibitoren beansprucht (siehe 
hierzu Ausfuhrungsbeispiel 2). 

[0087] Diese neuartige Aktivitat der Proteasom-Inhibito- 
ren kann nicht auf rein unspezifische Beeintrachtigungen 
des Zellmetabolismus durch Abschaltung des UPS zuriick- 20 
geruhrt werden, und zwar aus folgenden Griinden: Dieser 
Totalausfall an infcktiosen DHBV-Virionen ist nicht auf 
eine allgemeine Inhibierung der Proteinsynthese und 
DHB V-Expression in der Produzentenzelle zuruckzufuhren, 
da zum einen wahrend der 2-tagigen Behandlung mit Pro- 25 
teasom-Inhibitoren keine toxischen Effekte in den primaren 
Entenhepatozyten beobachtet wurden, und zum anderen die 
Analyse der Expression von intrazellularen DHBV-Protei- 
nen mittels Western blot-Technik keinen signifikanten Ef- 
fekt der Proteasom-Inhibierung auf die Expression des 30 
DHBV-core-Proteins zeigte (siehe Ausfuhrungsbeispiel 2). 
[0088] Die Effizienz der Proteasom-Inhibitoren hinsicht- 
lich der Blockierung des Proteasom-Pathway in den behan- 
delten Hepatozyten wurde mittels Western blot Analyse 
nachgewiesen unter Verwendung von Antikorpem, welche 35 
poly-ubiquitinierte Proteine erkennen. Es ist deutlich, dass 
bei alien getesteten Proteasom-Inhibitoren eine deutliche 
Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteincn erfolgt. 
Somit kann festgestellt werden, dass diese Inhibitoren in pri- 
maren Hepatozyten voll wirksam sind. 40 
[0089] In einer weiteren AusfUhrungsform der Erfindung 
wird gezeigt, dass die Behandlung von chronisch mit HBV 
infizierten humanen Hepatom-Zelllinien mit Proteasom-In- 
hibitoren die Freisetzung von HBV-spezifischen Proteinen, 
insbesondere von HBs- und HBe-Antigen bewirkt (siehe 45 
hierzu Ausfuhrungsbeispiel 5). Ahnlich der Wirkung von 
Proteasom-Inhibitoren auf DHBV wurde eine deutliche In- 
hibierung der Sekrction von HBV-Proteinen beobachtet. 
[0090] In einer weiteren Form der Erfindung wird gezeigt, 
dass aufgrund der neuartigen Wirkung auf Freisetzung und 50 
Infektiositat von Hepatitis- Viren Proteasom-Inhibitoren die 
Ausbreitung einer HBV-Infektion in kultivierten Hepatozy- 
ten verhindem. ErfindungsgemaB wird dabei nachgewiesen, 
dass durch die Sekundarinfektion, das heiBt die Obcrtragung 
einer bereits etablierten Infektion auf benachbarte Zellen, 55 
komplett verhindert wird. Dieser inhibitorische Effekt auf 
die Sekundarinfektion wurde in primare Enten-Hepatozyten 
nachgewiesen, welche nach Primarinfektion fur mehrere 
Tage mit Proteasom-Inhibitoren behandelt wurden. Entsprc- 
chend der neuartigen Effekte von Proteasom-Inhibitoren 60 
wurde in den behandelten primar infizierten Zellen sowohl 
eine geringere Expression der viralen Antigene als auch we- 
gen der Blockade der Sekundarinfektion eine geringere Zahl 
an neu infizierten Zellen festgestellt (siehe hierzu Ausfuh- 
rungsbeispiel 3). 65 
[0091] ErfindungsgemaB ist dieser inhibitorische Effekt 
der Proteasom-Inhibitoren auf die DHBV-Sekundarinfek- 
tion vergleichbar mit der pharmakologischen Wirkung der 
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Droge Suramin, von der bekannt ist, dass sie selektiv eine 
HBV-Sekundarinfektion blockiert, ohne dabei mit der be- 
reits etablierten primaren Infektion zu interferieren. 
[0092] Im Unterschied zu den verwendeten Proteasom-In- 
hibitoren ist Suramin jedoch eine sehr toxische Substanz, 
welche in vivo fiir die Behandlung von Hepatitis-Infektio- 
nen nicht verwendet werden kann. Daruber hinaus - und im 
Gegensatz zu Suramin - fuhrt die Hemmung der Proteasom- 
aktivitat additiv zu einer Reduktion der HBV-Genexpres- 
sion und bewirkt erfindungsgemaB die Uberlagerung zweier 
antiviraler Effekte von Proteasom-Inhibitoren, die Inhibie- 
rung sowohl der Primar- als auch der Sekundarinfektion. 
[0093] Im Rahmen der Erfindung wird erstmals festge- 
stellt, dass Proteasom-Inhibitoren sowohl die Erhaltung und 
Persistenz einer bereits etablierten Infektion hemmen als 
auch die Sekundarinfektion und somitdie Ausbreitung einer 
Infektion mit Hepatitis- Viren in Hepatozyten komplett blok- 
kieren. Entsprechend dieser neuartigen Erfindung sind Pro- 
teasom-Inhibitoren geeignete Substanzen, urn die Ausbrei- 
tung einer HBV-Infektion in vivo zu blockieren. 
[0094] In einer weiteren AusfUhrungsform der Erfindung 
wird erstmals festgestellt, dass Proteasom-Inhibitoren rela- 
tiv geringe toxische Effekte in primaren Hepatozyten auslo- 
sen, jedoch ein bevorzugtes Absterben von Leberkarzinom- 
zellen bewirken. ErfindungsgemaB wird hierzu gezeigt, dass 
primare Hepatozyten tagelange Behandlung mit Proteasom- 
Inhibitoren bis zu Konzentrationen von 10 microM tolerie- 
ren, Im Unterschied dazu sterben humane Leberkarzinom- 
zellen bereits bei 1000-fach niedrigeren Konzentrationen an 
Proteasom-Inhibitoren (siehe hierzu Ausfuhrungsbeispiel 
4). Die unterschiedliche Toxizitat von Proteasom-Inhibito- 
ren auf primare Hepatozyten im Vergleich mit humanen He- 
patoblastoma-Zellen wurden mittels Dosis-Limiticrungsstu- 
dien mit Proteasom-Inhibitoren untersucht. Die Vitalitat der 
Zellen wurde lichtmikroskopisch uberpriift. Parallele Kultu- 
ren wurden mit steigenden Konzentration an Proteasom-In- 
hibitoren (10 microM, 3 microM, 1 microM, 10 nanoM und 
1 nanoM) fur mehrere Tage behandelt. Zusatzlich wurde die 
Funktionalitat der Hepatozyten mittels Fluoreszenzvitalfar- 
bung bestimmt. Dabei wurde erfindungsgemaB festgestellt, 
dass primare Entenhepatozyten relativ hohe Konzentratio- 
nen von Proteasom-Inhibitoren bis zu ca. 10 microfrl tole- 
rieren konnen, wahrend proliferierende Leberkarzinoma- 
Zellen sehr viel sensitiver gegeniiber der toxischen Wirkung 
von Proteasom-Inhibitoren sind. Auf diesem neuartigen Ef- 
fekt von Proteasom-Inhibitoren beruht der erfinderische An- 
spruch, dass mit der Behandlung von Proteasom-Inhibitoren 
nicht nur die Ausbreitung einer HBV-Infektion verhindert, 
sondern auch durch HBV verursachtc oder mit chronischer 
HBV-Infektion assoziierter Leberzelikarzinome therapiert 
werden konnen. 

[0095] Die Erfindung soil anhand von Ausfuhrungsbei- 
spielen naher erlautert werden, ohne auf diese Beispiele be- 
schrankt zu sein. 

Ausfuhrungsbeispiele 
Beispiel 1 

Hemmung der Proteasom- Aktivitat hat keinen wesentlichen 
Einfluss auf die intrazellulare virale Genexpression, blok- 
kiert jedoch drastisch die Freisetzung von Viruspartikeln aus 
chronisch DHBV infizierten Hepatozyten 

[0096] Primare Entenhepatozyten und andere Nichtparen- 
chym zellen der Leber wurden aus Entenembryonen durch 
Kollagenase-Behandlung im wesentlichen nach einer be- 
reits beschriebenen Methode gewonnen (Kock et al., 1993). 
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Befruchtete Peking Enteneier wurden von einer Zuchtfirma 
(Wichmann, Deulschland) kauflich erworben. Die Bebrii- 
tung der Eier erfolgte in einem automatisierten Brutschrank 
bei 37°C und 50% Humiditat fur mindestens 21 Tage. Nach 
Eroffnung des Eies und der Entnahme des Embryos, erfolgte 5 
dessen Sakrifizierung und Blutentnahme. AnschlieBend 
wurde die Leber unter Exklusion der Gallenblase entnom- 
men, mechanisch zerkleinert und in 3 ml Williams E Me- 
dium (GIBCOBRL, Paisley, Scotland) mit 0.5% Kollage- 
nase (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) aufgenommen und 10 
fiir 1 h bei 37°C vcrdaut. Die Zellen wurden zweimal mit 
nativem Williams E Medium gewaschen, die vitalen und 
dissoziierten Zellen durch 10%ige Percoll-Dichte-Zentrifu- 
gation (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) von groBeren 
Zellaggregaten und ZeUtrummern getrennt. Parallel wurden 15 
die entnommenen Blutseren auf die Prasenz einer natiirli- 
chen kongenitalen DHBV-Infektion mittels Protein-Dot 
Blotanalyse mit PreS -Antiserum getestet (Sunjach et al., 
1999). Hepatozyten aus DHBV-positiven Tieren wurden ge- 
poolt und in diesem Experiment eingesetzt. Die Zellen wur- 20 
den in Williams E Medium (GIBCOBRL, Paisley, Scot- 
land), supplementiert mit 2 mM L-Glutamin (GIBCOBRL, 
Paisley, Scodand), 100 Einheiten ml" 1 Penicillin, und 
100 microg ml" 1 Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutsch- 
land) 15 mM HEPES (N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N'-[2- 25 
ethanesulfonic acid]) (pH 7.2) (alle von GIBCOBRL, Pais- 
ley, Scotland), 10" 5 Hydrocorlison, 10~ 9 M Insulin und 1.5% 
DMSO (alle von Sigma, Deisenhofen, Deutschland) resus- 
pendiert und mit einer Dichte von ca. 8 x 10 5 pro Well in 
12 Well Mikrotiterplatten (Greiner, Solingen, Deutschland) 30 
ausgesat und bei 37°C kultiviert. Ca. 4 h nach der Ausplat- 
tierung wurde das Medium gewechselt, und cin weiterer 
Mcdiumwechsel fand 24 h spater statt. Wcnn nicht andercs 
angegeben, wurde das Medium im folgenden alle 2 bis 3 
Tage gewechselt. Eine Woche nach Aussaat des Gemisches 35 
aus primaren Hepatozyten und anderen Leberzellen wurde 
das Kulturmedium erneut gewechselt und die Zellen mit 
neuem Medium, welches nun unterschiedliche Konzentra- 
tion an PI (lOmicroM, 3 microM, 1 microM, lOnanoM, 
und 1 nanoM) bzw, keinen Inhibitor enthielt, inkubiert. PI 40 
wurde in PBS gelost wie beschrieben (Adams und Stein, 
1996; Adams et al., 1996) und ein Aliquot der 1000-fach 
konzenlierten Stock-Losung dem Medium zugesetzt. Die 
Morphologie der Zellen wahrend der Behandlungsphase 
wurde alle 12 h (Stunden) lichtmikroskopisch iiberpruft. 45 
Nur bei einer Konzentration von 10 microM PI wurden die 
ersten, auf Toxizitat deutenden morphologischen Verande- 
rungen bcobachtet. Diese Lratcn nach ctwa 48 h Behandlung 
auf undbcinhalteten eine feingranulare Vakuolisierung, Ver- 
lust der makrovakuolaren Fetttropfchen sowie Abflachung 50 
der Hepatozyten, wahrend bei nicht-parenchymalen Zellen 
Abrundung, Schrumpfung und die Ablosung vom Boden 
der Zellkulturschale das Bild bestimmte. Bei Konzentratio- 
nen kleiner als 10 microM PI wurden sclbst nach 48 h Be- 
handlungszeit keine signifikanten morphologischen Veran- 55 
derungen bei Hepatozyten beobachtet, welche auf Pl-be- 
dingte Veranderungen des Zellmetabolismus schlieBen las- 
sen konnten. 

[0097] Im Untcrschied dazu war eine kontinuierliche Be- 
handlung fiir 72 h mit 1 microM P nicht vereinbar mit der 60 
Vi tali tat der nicht-parenchymalen Zellen. Das Phasenkon- 
trastbild (Fig, 1) zeigt einen relativ groBen Bereich mit ei- 
nem ehemaligen Cluster von nicht-parenchymalen Zellen, 
wo nach Behandlung mit 1 microM P fast keine adharenten 
Zellen rnehr vorhanden sind. Die Hepatozyten haben dage- 65 
gen ihre normale Morphologie beibehalten (Fig. 1, Block- 
pfeil). Die Hochstfarbung (Fig. 1) belegt, dass die restlichen 
nicht-parenchymalen Zellen abgerundet und pyknotisch 
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sind (Pfeile). 

[0098] Nach der Behandlung der chronisch DHBV infi- 
zierten Hepatozyten fur 48 h mit unterschiedlichen Dosen 
an PI (10 microM, 3 microM, 1 microM, 10 nanoM, und 
1 nanoM) bzw. keinen Inhibitor wurden die Zellkulturuber- 
stande geerntet und zentrifugiert (4000 rpm fiir 5 min). Die 
Menge der freigesetzten viralen Partikeln wurde mittels ei- 
nes PreS -Antigen spezifischen Dot-Blots (Fig. 2) und eines 
Immunoblots (Fig. 3) bestimmt (Bruns et al., 1998). Fiir Dot 
Blotanalyse wurden Aliquots von 300 microl mittels eines 
Apparates (Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) auf 
Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Deutschland) aufgedottet, luftgetrocknet und anschlieBend 
mit PBS (phosphate buffered sahne) gewaschen. Fiir We- 
stern Blotanalyse wurde 5 microl Uberstands nach Zugabe 
von SDS-PAGE Proben-Puffer durch Kochen fiir 5 min de- 
naturiert. AnschlieBend wurden die Proben in 12.5% SDS- 
PAGE aufgetrennt und mittels Semi-Dry Transfertechnik 
(Biorad, Munchen, Deutschland) auf Nitrozellulose elektro- 
transferiert. 

[0099] Nach Blocken mit 5% Magermilch erfolgte die In- 
kubation der Membranen mit PreS-spczifischem Antiserum 
(Kaninchen anti-preS Kpn; Fernholz et al., 1993). Die mar- 
kierten Proteine wurden mit enhanced Chemolumineszenz- 
methode (ECL) (Pierce, Rockford, USA) sichtbar gemacht. 
Fig. 2 und 3 zeigen, dass die Protease m-Inhibitor- Behand- 
lung von DHBV infizierten Hepatozytenkulturen zu einer 
drastischen dosisabhangigen Verminderung an PreS-Protein 
im Medium fuhrt. Selbstbei einer relativ niedrigen Konzen- 
tration von 0.01 microM PI wurde eine fast 10-fache Inhi- 
bierung der Freisetzung der subviralen Partikel beobachtet 
(Fig. 3). Da PreS-Protein ein struktureller Bcstandleil allcr 
viralcr Partikel ist (lecre subvirale Partikel und DNA-haltigc 
infektibse Virionen) ist, reflektiert die PreS-Proteinmenge 
im Dot- und Western Blot unmittelbar die Menge an umhull- 
ten Viruspartikeln, welche wahrend der Behandiungszeit in 
das Medium sezerniert wurden. 

[0100] Der Effekt von Proteasom-Inhibitorcn auf die 
Menge der ins Medium freigesetzten, Genom enthaltenden 
viralen Partikel wurde mittels DNA-Dot Blot analysiert 
(Sunjach et al., 1999). Nach der Behandlung der chronisch 
DHBV infizierten Hepatozyten fiir 48 h mit unterschiedli- 
chen Dosen an PI (10 microM, 3 microM, 1 microM und 
lOnanoM) bzw. keinen Inhibitor wurden die Zelikultur- 
uberstande geerntet und zentrifugiert (4000 rpm fiir 5 min). 
Nach Aufdotten von Proben (jeweils 200 microl) auf Nitro- 
zellulose-Membran, wurde sie mit einem alkalischen Buffer 
(0.5 M NaOH und 1.5 M NaCl) 2 Mai jeweils 1 .5 min auf 
3 MM Whatman-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Deutschland) denaturiert und anschlieBend mit einem neu- 
tralen Buffer (0.5 M Tris • HC1, pH 7.4 und 3 M NaCl) 4 
Mai fiir jeweils 1 min auf 3 MM Whatman renaturiert. Nach 
Lufttrocknung und Crosslinking der Membran erfolgte an- 
schlieBend dercn Hybridisierung mit 32P-markiertern klo- 
niertem DHBV-Genom als Sonde. Die Signale wurden 
durch Autoradiographic nach einem Standardprotokoll 
(Sunjach et al, 1999) sichtbar gemacht. Die Fig. 4 zeigt, 
dass PI die Menge der freigesetzten kompletten Vlrusparti- 
kel mindestens urn den Faktor von ca. 4 reduzicrt. Das Er- 
gebnis der DNA-Bestimmung korreliert somit mit der in 
ahnlicher Weise reduzierten Menge an sezerniertem PreS- 
Antigen (Fig. 2 und 3). 

[0101] Um den Einfluss der Behandlung mit Proteasom- 
Inhibitoren auf die intrazellufare DHBV-Expression zu te- 
sten, wurden die parallel behandelten und unbehandelten 
Zellen mit 200 microl Puffer (50 mM Tris « HC1 pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% Natrium-Deoxycho- 
lat), komplementiert mit einem Proteaseinhibitor- Cocktail 
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(Complete, Roche, Mannheim) lysiert. Die Lysate wurden 
von der unloschlichen Zelifraktion durch Zentrifugation 
(14,000 rpm, lOmin. 4°C) getrennt und jeweils 20microl 
der geklarten Gesamtlysate wurden nach Zugabe von La- 
emmli-Puffer durch Kochen fur 5 min denaturiert, Anschlie- 5 
Bend wurden die Proben in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt 
und mittels Semi-Dry Transfertechnik (Biorad, Miinchen, 
Deutschland) auf Nitrozellulose transferiert. Die Membra- 
nen wurden mit 5% Magermilch (Biorad, Miinchen, 
Deutschland) geblockt und nach Waschen mit TBS (tris buf- 10 
fered sahne) mit Anukorpem gegen PreS- (Femholz ct ah, 
1993) oder gegen Core-Protein (Bremer et al., 2001) inku- 
biert (Fig. 5 und 6). Die markierten viralen Proteine wurden 
anschlieBend mittels enhanced Chemolumineszenz (Pierce, 
Rockford, USA) sichtbar gemacht. 15 
[0102] Die Fig. 5 und 6 zeigen, dass es unter Behandlung 
mit Protcasom-Inhibitoren zu keiner signifikanten Andc- 
rung der steady state Mengen an intrazeilularem PreS-(Fig. 
5) und Core-Protein (Fig. 6) kommt. Ledigiich bei der hoch- 
sten Konzentration von 10 microM PI ist eine geringfugige 20 
Reduktion an viralen Proteinen zu beobachten. Es ist bemer- 
kenswert, dass zum Beispiel 10 nanoM PI uberhaupt keinen 
Effekt auf die intrazellulare virale Proteinexpression hat, 
aber immer noch einen deutlichen Effekt auf die Freisetzung 
ausiibt. 25 
[0103] In der Summe dieser Ergebnisse wird festgestellt, 
dass die Behandlung von chronisch infizierten primaren En- 
tenhepatozyten mit PI bis zu einer Konzentration von 10 mi- 
croM iiber einen 48 h Behandlungszeitraum nur einen gerin- 
gen oder gar keinen Einfluss auf die intrazellulare Expres- 30 
sion von Core- und Pre-S -Antigen hat, wahrend die Freiset- 
zung von viralen Partikeln jedoch drastisch reduziert ist. 
Daruber hinaus kann geschlussfolgert werden, dass die Vita- 
litat und Proteinsynthese der primaren Entenhepatozyten 
nicht wesentlich beeintrachtigt sind. 35 
[0104] Um die Wirksamkeit der Behandlung von prima- 
ren Entenhepatozyten mit Proteasom-Inhibitoren hinsicht- 
lich der Blockade des UPS zu demonstrieren, wurden je- 
weils 20 microl der Zelllysate in SDS-PAGE Probenpuffer 
aufgenommen, fur 5 min gekocht, und in 6% SDS-PAGE 40 
aufgetrennt. Die Proteine wurden auf Nitrozellulose transfe- 
riert und mit polyklonalen Kaninchen-anti-Ubiquitin-Anti- 
korpern (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) inkubiert und 
mittels nachfolgender ECL-Reaktion sichtbar gemacht. Die 
Fig. 7 zeigt ab einer Konzentration von 1 microM PI eine 45 
deutliche Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen 
relativ zu den niedermolekularen Banden. Es ist bekannt, 
dass lang andauemde Behandlung mit Proteasom-Inhibito- 
ren zu einer Veranderung sowohl der Proteinsynthese als 
auch des -musters fuhrt. Diese ist deutlich anhand des veran- 50 
derten Proflls der niedermolekularen Proteine in den Pl-be- 
handelten Zellen zu erkennen und daher ein weiterer Beleg 
fur die Wirksamkeit von PI zur effizienten Blockierung der 
Proteasom-Aktivitat in primaren Hcpatozyten. 

55 

Beispiel 2 

Proteasom-Inhibitoren blockieren die Produktion/Freiset- 
zung von infcktiosen Viren aus chronisch DHBV infizierten 

primaren Hepatozyten 60 

[0105] In den vorhergehenden Experimenten (Beispiel 1) 
wurde festgestellt, dass eine Inhibition der zellularen Pro- 
teasom-Aktivitat die Freisetzung von DHBV-Proteinen we- 
sentlich einschrankt, ohne jedoch significant die intrazellu- 65 
lare virale Proteinexpression zu beeinflussen. Es blieb daher 
weiterhin zu klaren, ob die Behandlung mit Proteasom-Inhi- 
bitoren nicht nur die Sekretion von Viruspartikeln um einen 
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Faktor von ca. 4 reduziert, sondern daruber hinaus auch 
noch einen negauven Effekt auf den Grad der Infektiositat 
der Nachkommenviren hat. Es wurde daher untersucht, ob 
und wie viele infektiose Virionen in den Uberstanden von 
Proteasom-Inhibitoren-behandelten chronisch DHBV infi- 
zierten primaren Entenhepatozyten enthalten sind im Ver- 
gleich zu nicht behandelten Zellen. Hierzu wurden ca. 7 
Tage alte, chronisch DHBV infizierte primare Entenhepato- 
zyten, deren Herstellung bereits unter Beispiel 1 beschrie- 
ben ist, fur 48 h mit 10 microM PI behandelt. AnschlieBend 
wurden die Zellkulturiiberstande, wie bereits unter Beispiel 
1 beschrieben, geerntet und fur die Neuinfektion von prima- 
ren Leberzellen benutzt. DHBV-negative, primare Entenhe- 
patozyten wurden wie im Beispiel 1 beschrieben prapariert 
und mit einer Dichte von ca. 8 x K^/well in 12 Weli-Mikro- 
titerplatten ausgcsat. Eine Woche nach der Ausplattierung 
wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml zellfreier Zellkul- 
turiiberstande von Pl-behandelten beziehungsweise nicht 
behandelten DHBV-positiven Zellkulturen infiziert. Als 
Kontrolle wurde eine parallele Kultur mit 20 microl DHB V- 
positivem Serum/Well infiziert (entspricht einer multiplicity 
of infection - MOI - von 20). Nach 16 h Inkubation bei 
37°C wurde das Virus-Inokkulum entfernt, die Zellen mit 
PBS gewaschen und anschlieBend in neuem Medium wei- 
terkultiviert. Die Etablierung einer produktiven Infektion 
wurde mittels indirekter Immunofluoreszenz und SDS- 
PAGE fiir die viralen Proteine Core und PreS nach 2.5 Tagen 
bestimmt. Fiir Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen 
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1 ml einer eiskal- 
ten 1 : 1-Mischung aus Methanol und Aceton fiir 10 min bei 
Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Zellen wurden mit 
dem ersten Antikorper, Kaninchen-anti-PreS (Bremer et al., 
2001) in einer Verdunnung von 1 : 800 in PBS fur 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen mit PBS erfolgte 
eine 30-miniiuge Inkubation mit dem Alexa 488-gekoppel- 
ten Sekundarantikorper (Ziege-anti-Kaninchen, Molecular 
Probes, Leiden, Niederlande). Die Zellkerne wurden mit 
Hocchst (4 microg/ml) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
gefarbt. Die Fluoreszenzen wurden mit einem inversen Epi- 
fluoreszenzmikroskop (Axiovert S100, Carl Zeiss, Gbttin- 
gen, Deutschland) analysiert und mit Hilfe des Bildverarbei- 
tungssystems Openlab (Improvision, Coventry, UK) prozes- 
siert. Die Immunfluoreszenzbilder zeigen, dass in Zellkultu- 
ren, welche mit DHBV aus Zellkulturuberstanden von mit 
Pl-behandelten Zellen infiziert wurden, keine PreS-expri- 
mierende Zelle nachgewiesen werden konnte (Fig. 8, PreS), 
wahrend ca. 1-5% der Hepatozyten in den Kulturen, welche 
mit Uberstanden von unbchandclten Zellen inkubiert wur- 
den, eindeutig PreS-positiv und damit infiziert waren (Fig. 
9, PreS). Als Nachweis fiir die Anzahl der auf dem Objekt- 
trager vorhandenen Zellen wurde deren Zellkerne mit 
Hoechst gefarbt und dieses Bild mit dem Fluoreszenzbildem 
uberlagert (fiir behandelte Zellen, siehe Fig. 8 und fiir unbe- 
handelte Zellen, siehe Fig. 9, jeweils Hoechst und PreS 
merge). 

[0106] Fiir Western Blotanalysen wurden die Zellen aus 
parallelen Kulturen direkt mit 200 microl Laemmli-Buffer 
lysiert und fur 5 min gekocht. Jeweils 20 microl der Zellly- 
sate wurden in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt und auf Ni- 
trozellulose transferiert. Die Membranen wurden mit Anti- 
korpern gegen PreS- (Fernholz et al., 1993) oder gegen 
Core- Protein (Bremer et al., 2001) inkubiert und Proteine 
mit ECL sichtbar gemacht. Die Blots zeigen deutlich sicht- 
bare Signale fiir PreS- (Fig. 10, Spur 3) und Core-Protein 
(Fig. 11, Spur 3) in den Extrakten von Zellen, die mit DHBV 
aus nicht behandelten Zellen infiziert wurden, dagegen so 
gut wie keinen Hinweis fiir die Expression von DHB V-Pro- 
teine in Zellen, welche mit Zellkultur-Uberstanden von PI 
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behandelten Zellen inkubiert wurden (Fig. 10, Spur 4 bzw. 
Fig. 11, Spur 4). 

Beispiel 3 

Proteasom-Inhibitoren blockieren sowohl die friihe Phase 
einer akuten DHB V-Infektion als auch die nachfolgende Se- 
kundarinfektion und damit deren Ausbreitung in Zellkultu- 
ren 

[0107] In den vorhergehenden Ausfuhrungsbeispielen 
wurde gezeigt, dass Proteasom-Inhibitoren nicht nur die Se- 
kretion neuer viraler und subviraler Partikel aus chronisch 
DHBV infizierten Hepatozyten hemmen, sondern dariiber 
hinaus auch die Infektiositat der wenigen, noch freigesetzten 
DHBV-Virionen praktisch vollkommen blockieren. Daher 
kann angenommen werden, dass Proteasom-Inhibitoren die 
Ausbreitung einer bereits etablierten Infektion (durch frei- 
gesetzte Nachkommensviren aus bereits infizierten Hepato- 
zyten) auf nicht infizierte Zellen, die so genannte Sekundar- 
infektion, verhindern konnen. Dieser Effekt wurde in fol- 
gendem Experiment untcrsucht: Primare Hepatozyten aus 
DHBV-negativen Tieren wurden exakt nach der im Beispiel 
1 beschriebenen Methodik prapariert. 4 Tage nach Aussaat 
der Zellen in 12 Well-Mikrotiterplatten (ca. 8 x 10 5 Zellen/ 
Well) wurde das Kulturmedium erneut gewechselt und die 
Zellen mil einer MOI von 20 infiziert. Nach 16 h Inkubation 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend in 
neuem Medium fur weitere 3 Tage weiter kultiviert. In die- 
sem Zeitraum findet nur die Etablierung der Primarinfektion 
statt. Danach wurde das Medium erneut gewechselt, und zu 
parallclcn Kulturen wurden jeweils 1 microM der Protea- 
som-Inhibitoren PI, Eponemycin oder Expoxomicin zugc- 
geben und die Kulturen fur weitere 3 Tage inkubiert. Ent- 
sprechend dem oben beschriebenen Effekt von Proteasom- 
Inhibitoren sollten die behandelten primar infizierten Zellen 
im Vergleich zu nicht behandelten Zellen sowohl eine gerin- 
gerc Expression der viralen Antigene zeigen als auch (we- 
gen der Blockade der Sekundarinfektion) die Zahl der infi- 
zierten Zellen deutlich verringert sein. Urn dies zu priifen, 
wurden die Zellkulturen fixiert und die Zahl der Core-posi- 
tiven Zellen und dessen Expressionshohe auf Einzeizelle- 
bene durch indirekte Iminunfiuoreszenz mit anti-Core Anti- 
korpern bestimmt. In der Tat hemmen die eingesetzten Pro- 
teasom-Inhibitoren sowohl die Erhaltung einer bereits eta- 
blierten, produktiven Infektion (offensichtlich in der Fig. 12 
(Core, PI, Epone- und Epoxomicin)), welches an der sehr 
viel geringeren Anzahl von Core-positivcn Zellen im Ver- 
gleich zu unbehandellen Kulturen (Fig. 12, unbehandelt) ab- 
lesbar ist. Zum Vergleich sind die Phasenkontrastaufnahmen 
(Fig. 12, Phako) als auch die Hoechstfarbung (Fig. 12, 
Hoechst) der gleichen Bildausschnitte gezeigt. 
[0108] Um herauszufinden, ob Proteasominhibitoren die 
Frcisetzung des sogenannten e-Antigens hemmen, das fur 
die Etablierung einer chronischen Infektion notwendig ist 
(Chen et al., 1992), wurde die Menge des e-Antigens im Me- 
dium mitteis Immunoblot bestimmt und mit dem ebenfalls 
getesteten PreS- Antigen korreliert. Hierzu wurden die Pro- 
teine von je einem Aliquot der Zellkulturmedicn (20 microl) 
in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose trans- 
feriert und die e- und PreS-Antigenproteine durch Kanin- 
chenantikorper gegen Core-Protein (kreuzreagierend mit 
dem e- Antigen, Bremer et al., 2001) bzw. PreS durch ECL 
nachgewiesen. Wie in Fig. 13 und 14 zu sehen, fuhrt die 
Proteasominhibitor-Behandlung zu einer signifikanten Re- 
duktion der Menge des e- bzw. des PreS-Antigens im Me- 
dium. Die Coomasieblaufarbung der Gele ergab, dass die 
Proteasominhibitoren spezifisch nur die Sekretion der gete- 
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steten viralen Proteine hemmen, jedoch nicht die bestimm- 
ter zellularen Proteine. 

[0109] Zusarnmenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass 
die Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren zu einer drasti- 
5 schen Reduktion der Freisetzung des e- und PreS-Antigens 
fuhrt. 

[0110] Um zu zeigen, dass die geringere Zahl DHBV-po- 
sitiver Zellen in den mit Proteasom-Inhibitoren behandelten 
Zellen in der Tat durch Blockade der Sekundarinfektion be- 

io dingt ist, wurden die Zellen 3 Tage nach Infektion fur 3 Tage 
mit 100 microg/ml Suramin (Sigma, Deisenhofen, Deutsch- 
land) behandelt. Suramin, eine in vivo sehr toxische Sub- 
stanz, blockiert bekanntlich die Sekundarinfektion, ohne da- 
bei mit der bereits etablierten primaren DHBV-Infektion zu 

15 interferieren (Pugh et al., 1994). Andererseits sind die mit 
Suramin vorbehandelten Hepatozyten resistent gegenuber 
einer DHBV-Infektion. Dementsprechend ergibt sich 3 Tage 
nach der Primarinfektion in den mit Suramin behandelten 
Zellen (Fig. 15, Suramin 3d post Infektion) eine ahnlich in- 

20 tensive Core-Farbung von Zellen wie in den unbehandelten 
Kulturen (Fig. 15, unbehandelt), jedoch ist die Zahl der 
Core-exprimierendcn Zellen sehr stark verringert. Die Vor- 
behandlung der Zellen mit Suramin blockiert wie erwartet 
die Etablierung der primaren Infektion vollstandig (Fig. 15, 

25 S uramin 2 h pra Infektion). Die korrespondierenden Phasen- 
kontrastaufnahmen (Fig. 15, Phako) und Hochstfarbungen 
(Fig. 15, Hbchst) der gleichen Bildausschnitte sind zum 
Vergleich ebenfalls gezeigt. 

[0111] Zusarnmenfassend zeigen diese Experimente, dass 

30 Proteasom-Inhibitoren, ahnlich wie Suramin, durch Blok- 
kade der Sekundarinfektion die Ausbreitung der DHBV-In- 
fektion verhindem konnen. Dariiber hinaus und im Gegcn- 
satz zu Suramin fuhrt die Hcmmung der Protcasom-Aktivi- 
tat additiv zu einer Reduktion der viralen Genexpression in 

35 primar infizierten Hepatozyten. Die Effekte von Proteasom- 
Inhibitoren sowohl auf die Primar- als auch auf die Sekun- 
darinfektion korrelieren eng mit dem Potential der einge- 
setzten unterschiedlichen Substanzklassen. 
[0112] Insgesamt demonstrieren diese Experimente, dass 

40 Proteasom-Inhibitoren sowohl die Etablierung als auch die 
Persistenz einer primaren Infektion hemmen. Dariiber hin- 
aus verhindern sie die Ausbreitung der primaren DHBV-In- 
fektion durch Blockierung der Nachkommensviren. Damit 
sind Proteasom-Inhibitoren geeignete Substanzen, um die 

45 Ausbreitung einer HBV Infektion in vivo zu blockieren. 

Beispiel 4 

Proteasom-Inhibitoren induzieren Hypophosphorylierung 
50 des Core-Proteins in chronisch DHBV infizierten primaren 
Hepatozyten 

[0113] In den vorhergehenden Ausfuhrungsbeispielen 
wurde gezeigt, dass Proteasom-Inhibitoren nicht nur die Se- 
55 kretion neuer viraler und subviraler Partikel aus Hepatozy- 
ten hemmen, sondern dariiber hinaus auch die Infektiositat 
der wenigen, noch freigesetzten DHBV-Virionen praktisch 
vollkommen blockieren. Ein Grund fur die massiv redu- 
zierte Infektiositat von DHBV konntc auf die Proteasom-In- 
60 hibitoren-vermittelte posttranslationaie Modifikationen sei- 
ner struktureilen Komponenten beruhen. Zum Beispiel 
wurde eine Anderung des Phosphorylierungsgrades des 
Core- Proteins zu einem Defekt in der Destabilisierung der 
"incoming Cores" in der fruhen Phase der Infektion fuhren. 
65 [0114] Um den Einfluss der Behandlung mit Proteasom- 
Inhibitoren auf das intrazelluiare Phosphorylierung muster 
des Core-Proteins zu testen, wurden ca. 7 Tage alte, chro- 
nisch DHBV infizierte primare Entenhepatozyten fur 48 h 
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60 
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mit steigenden Konzentrationen von PI 10 microM, 3 mi- 
croM, 1 microM und 10 nanoM behandelt. AbschlieBend 
wurden die Zellen lysiert (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% Natrium-Deoxycho- 
lat, komplernentiert mit einem Proteaseinhibitor-Cocktail) 5 
(Complete, Roche, Mannheim)). Die Zelllysate wurden von 
der unloslichen Fraktion durch Zentrifugation (14krpm, 
10 min. 4°C) getrennt, und jeweils 20 microl der geklarten 
Fraktion wurden nach Zugabe von Laemmli-Buffer durch 
Kochen flir 5 min denaturiert. AnschlieBend wurden die Ly- 10 
sate in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Semi-Dry 
Transfertechnik (Biorad, Miinchen, Deutschland) auf Nitro- 
zellulose elektro-transferiert. Die Membranen wurden mit 
5% Magermilch geblockt und nach Waschen mit TBS mit 
Anlikorpem gegen Core-Protein (Bremer et al., 2001) inku- 15 
biert (Fig, 16). Die markierten viralen Proteine wurden an- 
schlieBend mittels Chemolumineszenz sichtbar gemacht. 
Die Fig. 16 zeigt, dass in alien behandelten Proben das Ver- 
haltnis von hyperphosphoryliertem Core- zu weniger oder 
nicht phosphoryliertem Core-Protein zugunsten des letzte- 20 
ren verschoben ist. Es ist bemerkenswert, dass zum Beispiel 
10 nanoM PI ubcrhaupt keinen Effekt auf die intrazellulare 
virale Proteinexpression hat (Fig. 5, Spur 6; Fig. 6, Spur 6), 
aber immer noch einen deutlichen Effekt auf den Phospho- 
rylierunggrad des Core-Proteins (Fig. 16, Spur 6) ausiibt. 25 
[0115] Im Ergebnis dieser Untersuchung wird daher fest- 
gestellt, dass Proteasom-Inhibitoren zu einer Veranderung in 
der Modifizierung des Nukleokapsidproteins fuhren und 
dies wahrscheinlich die mechanistische Grundlage fiir die 
reduzierte Infektiositat der aus den mit Proteasom-Inhibito- 30 
ren behandelten Zellen sekretierten DHBV-Viren ist. 
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onsfahigkeit und Vi tali tat von Hepatozyten. In diesem Expe- 
riment wurden die behandelten und unbehandelten primaren 
Entenhepatozyten mit FDA-haltigem Williams E Medium 
(5 microg/ml) fur 5 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, die Vitaliat der He- 
patozyten mittels eines inversen Epifluoreszenzmikroskops 
beurteilt und mit dem Bildverarbeitungssystems Openlab 
weiter prozessiert. Fig. 17 zeigt, dass alle Kulturen, die mit 
bis zu 1 microM PI behandelt wurden, weder eine morpho- 
logische Veranderung noch Hinweise auf eingeschrankte Vi- 
talitat zeigten, d. h. nicht zu unterscheiden waren von nicht 
behandelten Hepatozyten (Fig. 18). Bei Behandlung mit 
3 microM und 10 microM der PI wurden in den Nicht-He- 
patozyten, die in Kulturen von primaren Hepatozyten immer 
mit vorliegen, deutliche morphologische Veranderungen 
wie zum Beispiel abgerundete Zellen und intrazellulare Va- 
kuolenbildung beobachtet. Die Vitalitat der Hepatozyten da- 
gegen war nicht verandert gemaB visueller Beurteilung und 
der Fluoreszenzintensitat. Erst ab einer Konzentration von 
10 microM PI traten erste Zeichen einer toxischen Wirkung 
auch in Hepatozyten auf (Fig. 17). Ahnliche Ergebnisse 
wurden mit unterschiedlichen PI, wie zum Beispiel Lactazy- 
stin und Epoxomicin, beobachtet. 

[0117] Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass 
primare Entenhepatozyten relativ hohe Konzentrationen 
von bis zu ca. 10 microM Proteasom-Inhibitor tolerieren 
konnen, wahrend proliferierendc Lcberkarzinoma-Zellcn 
(siehe Beispiel 12) und andere proliferierende Zellen in der 
Hepatozyten-Kultur sehr viel sensitiver gegeniiber der toxi- 
schen Wirkung von Proteasom-Inhibitoren sind (Fig. 1, 17, 
19, 20 und 21). 



Beispiel 5 Beispiel 6 

Primare Entenhepatozyten sind relativ resistent gegeniiber 35 Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf das Zellwachstum 
den toxischen Effekten von Proteasom-Inhibitoren und die Zellvitalitat der humanen Hepatoma- Zellen, HepG2 



[0116] Da das UPS in zahlreichen zellularen Mechanis- 
men involviert ist, kann eine vollstandige Inhibition der Pro- 
teasom-Aktivit'at auf langere Zeit nicht mit der Vitalitat ei- 40 
ner Zelle vereinbart werden. Jedoch zeigen verschiedene 
Zelltypen unterschiedliche Sensitivitat gegeniiber der toxi- 
schen Wirkung von Proteasom-Inhibitoren. Dabei ist auffal- 
lig, dass sich rasch teilende und/oder aktivierte Zellen in der 
Regel eine hohere Sensitivitat gegeniiber Proteasom-Inhibi- 45 
toren besitzen im Vergleich zu ruhenden und/oder nicht ak- 
tivierten Kulturen. Darauf beruht die antineoplastische Wir- 
kung der Proteasom-Inhibitoren. Urn die Toxizitat von Pro- 
teasom-Inhibitoren in primaren Entenhepatozyten im Ver- 
gleich zu humanen transformierten Hepatoblastoma-Zellen 50 
zu bestimmen (siehe Beispiel 6), wurden Dosis-Limitie- 
rungsstudien mit Proteasom-Inhibitoren durchgefuhrt 
Hierzu wurden primare Hepatozyten, wie im Beispiel 1 be- 
reils beschrieben, aus Entenembryonen gewonnen, mit einer 
Dichte von ca. 8 x 10 5 /well in 12 Well-Mikrotiterplatten 55 
ausgesat und fiir 7 Tage kultiviert. Die Vitalitat der Zellen 
wurde lichtmikroskopisch uberpruft. Parallel- Kulturen wur- 
den mit steigenden Dosen an PI (jeweils 10 microM, 3 mi- 
croM, 1 microM, 10 nanoM und 1 nanoM) fur 48 h behan- 
delt. Etwa alle 12 h wurden die Zellen hinsichtlich Morpho- 60 
logie und Vitalitat lichtmikroskopisch untersucht. Zusatz- 
lich wurde deren Funktionaktat mittels Fluoreszenzvitalfar- 
bung mit Fluoreszeindiacetat (FDA) (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) bestimmt (Yagi et al., 2001). FDA wird aktiv 
und praferenziell von Hepatozyten aufgenommen und dort 65 
mittels einer Lipase, die exklusiv in Hepatozyten exprimiert 
wird, in Fluoreszein konvertiert und bewirkt die Fluores- 
zenzfarbung des Zytoplasmas, ein Zeichen fiir die Funkti- 



[0118] Humane Hepatoma-Zeillinie HepG2 wurde in Dul- 
beccos' modifiziertem Eagle's Medium (DMEM) (GIB- 
COBRL, Paisley, Scotland) supplementiert mit 10% fotalem 
Kalberserum (Biochrom, Berlin, Deutschland), 2 mM L- 
Glutamin (GIBCOBRL, Paisley, Scotland), 100 Einheiten 
ml -1 Penicillin und 100 ug ml -1 Streptomycin (Biochrom, 
Berlin, Deutschland) bei 37°C kultiviert. Nach Passagierung 
mit 0.25% Trypsin und 1 rnM EDTA (GIBCOBRL, Paisley, 
Scotland) wurden die Zellen in einer Dichte von 0.5 x 
10 6 /Well in 12 Well-Mikrotiterplatten ausgesat. 24 h spater 
wurde das Medium gewechselt, und die Zellen wurden mit 
PI, Eponemycin und Epoxomicin, jeweils in Konzentratio- 
nen von 10 microM, 3 microM und 1 microM sowie 100 na- 
noM, 10 nanoM, und 1 nanoM fur 48 h behandelt and an- 
schlieBend mit Trypanblaufarbung auf ihre Vitalitat getestet 
und mittels Lichtmikroskopie morphologisch begutachtet. 
Bis zu einer Konzentration von 10 nanoM war kcincr der 
eingesetzten Proteasomeinhibitoren toxisch und anti-proli- 
ferativ (Fig. 19, 20 und 21). Toxische Erscheinungen traten 
ab einer Konzentration von 100 nanoM bei PI (Fig. 19) und 
Epoxo- (Fig. 21) auf, wahrend Eponemycin (Fig. 20) noch 
gut vcrtragen wurde. Bei 1 microM und hoher waren alle ge- 
testeten Substanzen hochtoxisch (Fig. 19, 20 und 21). Dabei 
wurden Effekte wie Abrundung und Ablosung der Zellen, 
Degeneration sowie Apoptose beobachtet. 
[0119] Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass 
proliferierende Leberkarzinoma-Zellen sehr viel sensitiver 
gegeniiber der toxischen Wirkung von Proteasom-Inhibito- 
ren sind, wahrend primare Entenhepatozyten relativ hohe 
Konzentrationen von bis zu ca. 10 microM Proteasom-Inhi- 
bitoren tolerieren konnen (Fig. 17, 19, 20 und 21). 
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Beispiel 7 

Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf die Sekretion von 
HBV-spezifischen Antigenen in humanen Hepatoma-ZelUi- 
nien 

[0120] Primare humane Hepatozyten wurden wie be- 
schrieben aus menschlichen Lebern gewonnen (Dandri et 
al., 2001) und mit humanem HBV infiziert, welche aus dem 
Medium von HepG2.2.15-Zellen, die infektioses humanes 
Hepatitis-B- Virus produziert (Seils et al., 1987), geerntet 
wurden. Parallele Kulturen der HepG2-Zellen wurden fur 2 
Tage mit PI behandelt, oder nicht behandelt. Die HepG2- 
Zellen wurden vor der Behandlung mit replikationskompe- 
teten HBV-Genomen wie beschrieben (Kalinina et al., 2001) 
transfiziert. Im Gegcnsatz zu zahlreichen HBV Core-positi- 
ven primaren Hepatozyten (analysiert durch indirekte Im- 
munfluoreszenzfarbung mit anti-core Antikorpem), welche 
auf eine erfolgreiche Infektion von primaren humanen He- 
patozyten mit Viren aus den nicht behandelten Zellen schlie- 
Ben lassen, wurden keine Core-positiven primaren humanen 
Hepatozyten nach Infektion mit Nachkommcnviren aus Pro- 
teasominhibitorbehandelten HepG2 Zellen gefunden. 
[0121] Im Ergebnis dieses Experimentes kann damit fest- 
gestellt werden, dass Proteasominhibitor-Behandlung ahn- 
lich der Wirkung auf DHBV ebenfalls die Freisetzung und 
Infektiositat von HBV blockiert. 
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mare Entenhepatozy tenkultur wurde fur 48 h mit steigenden 
Konzentrationen von PI (1 nanoM, 10 nanoM, 1 microM, 
3 microM und 10 microM) behandelt bzw. nicht behandelt. 
Die 5 microliter der jeweiligen Uberstande wurden in 12.5% 
5 SDS-PAGE aufgetrennt. Die Darstellung der PreS-Protein- 
Banden (p36 und p28) erfolgte durch Western Blot. 

Fig. 4 

10 Proteasom-Inhibitoren hemmen konzentrationsabhangig die 
Freisetzung von DNA-haltigen Viruspartikcln in chronisch 
DHBV infizierten primaren Entenhepatozyten (PEH) 

[0125] Eine 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte pri- 
15 mare Entenhepatozy tenkultur wurde fur 48 h mit steigenden 
Konzentrationen von PI (lOnanoM, 1 microM, 3 microM 
und 10 microM) behandelt bzw. nicht behandelt, der Ober- 
stand gesammelt und durch Zentrifugation geklart. Danach 
wurde der Uberstand auf Nitrozellulose aufgedottet und die 
20 Membran mit einer 32 P-markierten DHBV-DNA-Sonde hy- 
bridisiert und autoradiographiert. Dots von nicht infizierten 
PEHs sind mit - gekcnnzeichnet, dots von infizierten Hepa- 
tozyten mit +. Die Standarisierung des DNA-Dot-Blots er- 
folgte durch Auftragung von bekannten Konzentrationen an 
25 klonierter DHB V-DNA (Standard DHB V-DNA). 

Fig. 5 



20 



Legende zu den Figuren 
Fig.l 

Nichtparenchymalc Zellen einer primaren Hepatozytenkui- 
tur sind sensitiver gegeniiber den toxischen Effekten von 
Proteasom-Inhibitoren 

[0122] Gezeigt ist eine primare Hepatozytenkultur, wel- 
che mit 1 microM PI fur 72 h behandelt worden ist. An- 
schlieBend wurden die Zellen fixiert und die Kerne mit 
Hoechst gefarbt (blau). Die korrespondierende Phasenkon- 
trastaufnahme ist gegenuberstellt. Das obere Phasenkon- 
trastbild zeigt eine ehemalige Insel aus Nicht- Hepatozyten, 
wahrend das untere die gefarbten Kerne desselben Bildaus- 
schnittes wiedergibt. Die kleinen Pfeile zeigen auf die apop- 
totischen nicht-parenchymalen Zellen, wahrend der Block- 
pfeil auf eine intakte, kleine Hepatozytenkolonie zeigt. 

Fig. 2 

Proteasom-Inhibitoren hemmen konzentrationsabhangig die 
Freisetzung von PreS-haltigen Viruspartikeln in chronisch 
DHBV infizierten primaren Entenhepatozyten 

[0123] Eine 7 Tage alte, chronisch DHBV infizierte pri- 
mare Entenhepatozytenkultur wurde fur 48 h mit steigenden 
Konzentrationen von PI (1 nanoM, 1 microM und 10 mi- 
croM) behandelt bzw. nicht behandelt, 200 microl der jewei- 
ligen tJberstande wurden aufgedottet. Die Menge der freige- 
setzten viralcn Partikeln wurde mittcls eines PrcS-Antigcn 
spezifischen Dot-Blots bestimmt. 

Fig. 3 

Proteasom-Inhibitoren hemmen konzentrationsabhangig die 
Freisetzung von PreS-haltigen Virusartikeln in chronisch 
DHBV infizierten primaren Entenhepatozyten 

[0124] Eine 7 Tage alte, chronisch DHBV infizierte pri- 



Proteasom-Inhibitoren haben keinen nennenswerten Ein- 
30 fluss auf die intrazellulare PreS-Genexpression 

[0126] 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte primare En- 
tenhepatozytcnkulturen (PEHs) wurden fur 48 h mit stei- 
genden Dosen PI behandelt. Zelllysate wurden in 12.5% 

35 SDS-PAGE aufgetrennt und zum Nachweis von PreS- Anti- 
gen gebiottet. In Spuren 1 und 2 sind unbehandelte, nicht in- 
fizierte (-PEHs) bzw. chronisch DHBV infizierte Hepatozy- 
ten (+PEHs) aufgetragen. Spuren 3 bis 7 entsprechen Auf- 
tragen von mit unterschiedlichen Dosen an Pl-behandelten 

40 Zellen. p36 und p28 entsprechen dem PreS-Protein voller 
Lange bzw. einem Degradationprodukt desselben. 

Fig. 6 

45 Proteasom-Inhibitoren haben keinen nennenswerten Ein- 
fluss auf die Core-Expression 

[0127] 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte primare En- 
tenhepatozy tenkulturen wurden fur 48 h mit steigenden Do- 

50 sen PI behandelt. Zelllysate wurden in 12.5% SDS-PAGE 
aufgetrennt und das Core-Protein (Pfeil) durch indirekte 
Chemolumineszenz dargestellt. In Spuren 1 und 2 sind nicht 
behandelte DHB V-negative (-PEHs) bzw. chronisch DHBV 
infizierte Hepatozyten (+PEH) aufgetragen. Spuren 3 bis 7 

55 entsprechen Auftragen von mit unterschiedlichen Dosen an 
Pl-behandelten Zellen. 

Fig. 7 

60 Akkumulation poly-ubiquitinierten Proteinen in mit Protea- 
som-Inhibitoren behandelten primaren Entenhepatozyten 

[0128] Eine Woche alte, chronisch DHBV infizierte pri- 
mare Entenhepatozyten wurden fur 48 h mit steigenden 
65 Konzentrationen von PI (Spuren 2 bis 6) behandelt. Als 
Kontrolle wurden DHBV infizierte (+PEHs, Spur 1) und vi- 
rusfreie Zellen ohne PI kultiviert (-PEHs, Spur 7). An- 
schlieBend wurden Zelllysate in 6% SDS-PAGE aufgetrennt 
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und mono- sowie polyubiquitinierte Proteine mittels Kanin- 
chen-anti-Ubiquitin nachgewiesen. Rechts ist die jeweilige 
Position der Proteinmarkerbanden in kDA angegeben. Poly- 
ubi. zeigt die hochmolekularen poly-ubiquitinierten Pro- 
teine an. 
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Fig. 11 

tiberstande der rnit Proteasorn-Inhibitoren behandelten 
DHBV infizierten Hepatozyten enthalten keine infektiosen 
5 Nachkommenviren 



Fig. 8 

Uberstande der mit Proteasorn-Inhibitoren behandelten 
chronisch DHBV infizierten primaren Entenhepatozyten- 
Kulturen (PEH) enthalten keine infektiosen Nachkommen- 
viren 

[0129] 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte primare En- 
tenhepatozyten wurden fur 48 h mit 10 microM PI behan- 
delt und anschlieBend der geemtete Zellkulturiiberstand fur 
die Neuinfektion von DHBV-negativen PEH-Kulturen be- 
nutzt. Nach 16 h Inkubation wurde der Zellkulturiiberstand 
entfernt, die Zellen gewaschen und mit neuem Medium ver- 
sorgt. 60 h nach der Infektion wurden die Zellen gewaschen 
und fixiert. AbschlieBend erfolgte die Farbung der Zellen fiir 
PrcS (griin). Die Darstellung der Zellkerne erfolgte mittels 
Hoechstfarbung (blau). Der obere bzw. untere Bereich der 
Figur ist eine niedrige bzw. hohere VergroBerung desselben 
Bildausschnittes. 

Fig. 9 

Nachkommenviren aus chronisch DHBV infizierten prima- 
ren Entenhepatozyten sind infektios 

[0130] Zellkulturiiberstande einer 7 Tage alten chronisch 
infizierten primaren Entenhepatozytenkultur wurde gesam- 
melt und fiir die Neu-Infektion von DHBV-negativen prima- 
ren Entenhepatozyten benutzt. Nach 16 h Inkubation wurde 
der Zellkulturiiberstand entfernt, die Zellen gewaschen und 
mit neuem Medium versorgt. 60 h nach der Infektion wur- 
den die Zellen fixiert. AbschlieBend erfolgte die Farbung der 
Zellen fiir PreS (griin). Die Darstellung der Zellkerne er- 
folgte mittels Hoechstfarbung (blau). Der untere Bereich der 
Figur ist die hohere VergroBerung desselben oben gezeigten 
Bildausschnittes. 

Fig. 10 

tiberstande der mit Proteasorn-Inhibitoren behandelten 
DHBV infizierten Hepatozyten enthalten keine infektiosen 
Nachkommenviren 

[0131] 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte primare En- 
tenhepatozyten (PEH) wurden fiir 48 h mit 10 microM PI 
behandelt und anschlieBend der tiberstand gesammelt, 
durch Zentrifugation geklart und fiir de novo Infektion von 
PEHs benutzt. Nach 16 h Inkubation wurde der Zellkultur- 
iiberstand entfernt, die Zellen gewaschen und mit neuem 
Medium versorgt. 60 h nach der Infektion wurden die Zellen 
lysiert und in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Darstel- 
lung der PreS-Proteinbanden im Western Blot erfolgte durch 
Western Blot. In Spiircn 1 und 2 sind DHBV-negativc bzw. 
chronisch DHBV infizierte PEH aufgetragen. Spur 3 und 4 
entsprechen PEHs, welche mit tiberstanden aus nicht be- 
handelten bzw. Pl-behandelten Kulturen infiziert wurden. 
Aufgetragen in Spur 5 sind PEHs, welche mit einer MOI 
von 20 infiziert wurden. 



[0132] 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte primare En- 
tenhepatozyten (PEH) wurden fur 48 h mit 10 microM PI 
behandelt und anschlieBend der tiberstand gesammelt, 

10 durch Zentrifugation geklart und fur Neuinfektion von PEH- 
Kulturen benutzt. Nach 16 h Inkubation wurde der tiber- 
stand entfernt, die Zellen gewaschen und mit neuem Me- 
dium versorgt. 60 h nach der Infektion wurden die Zellen ly- 
siert und das Lysat durch 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt. 

15 Die Darstellung des Core-Proteins erfolgte durch Western- 
blot. In Spuren 1 und 2 sindDHBV-negative bzw. chronisch 
DHBV-infizierte PEH aufgetragen. Spur 3 und 4 entspre- 
chen PEH, welche mit tiberstanden aus nicht behandelten 
bzw. Pl-behandelten Kulturen infiziert wurden. Aufgetragen 

20 in Spur 5 sind PEHs, welche mit einer MOI von 20 infiziert 
worden sind. 

Fig. 12 

25 Hemmung der Primar- und Sekundarinfektion durch Be- 
handlung mit Proteasorn-Inhibitoren von primaren Entenhe- 
patozyten (PEH) infiziert mit DHBV 

[0133] 4 Tage alte Kulturen von PEH wurden mit einer 
30 MOI von 20 fur 1 6 h infiziert. AnschlieBend wurden die Zel- 
len gewaschen und im neuen Medium fur weitere 3 Tage 
kultiviert. Am 3. Tag nach der Infektion wurden die Zellen 
cntwedcr ohne Proteasorn-Inhibitoren kultiviert (unbehan- 
delt) oder mit jeweils 1 microM Eponemycin, Epoxomicin 
35 oder PI fur weitere 3 Tage behandelt. Am 6. Tag der Infek- 
tion wurden die Zellen gewaschen und fixiert. AnschlieBend 
erfolgte die Farbung der Zellen fiir Core-Protein (griin). Die 
Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt (blau). Die Phascn- 
kontrastaufnahmen der jeweiligen Bildausschnitte sind 
40 ebenfalls zu sehen. 

Fig. 13 

Proteasorn-Inhibitoren hemmen die Freisetzung des e-Anti- 
45 gens in DHBV infizierten primaren Entenhepatozyten 

[0134] 4 Tage alte primare Entenhepatozyten (PEH) wur- 
den mit einer MOI von 20 fiir 16 h infiziert. AnschlieBend 
wurden die Zellen gewaschen und im neuen Medium fiir 

50 weitere 3 Tage kultiviert. Am 3. Tag nach der Infektion wur- 
den die Zellen mit jeweils 1 microM PI (Spur 3) Epoxomi- 
cin (Spur 4), Eponemycin (Spur 5) fiir weitere 3 Tage behan- 
delt. Am 6. Tag nach der Infektion wurde der tiberstand ge- 
sammelt, durch Zentrifugation geklart. Ein Aliquot der 

55 tiberstande wurde in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt. Die 
Darstellung der PreCore-Protein-Banden (Pfeile) erfolgte 
durch indirekte Chemolumineszenz. In Spuren 1 und 2 sind 
nicht behandelte negative bzw. chronisch DHBV infizierte 
PEH, in Spuren 3 PI, 4 Epoxomicin und 5 Eponemycin be- 

60 handelte, DHBV infizierte PEH aufgetragen. 

Fig. 14 

Proteasorn-Inhibitoren hemmen die Freisetzung des PreS- 
65 Antigens in DHBVinfizierten primaren Entenhepatozyten 



[0135] 4 Tage alte Hepatozyten-Kulturen wurden mit ei- 
ner MOI von 20 fiir 16 h infiziert. AnschlieBend wurden die 
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Zellen gewaschen und im neuen Medium fur weitere 3 Tage 
kultiviert. Am 3. Tag nach der Infektion wurden die Zellen 
mit jeweils 1 microM PI (Spur 3), Epoxomicin (Spur 4) und 
Eponemycin (Spur 5) fur weitere 3 T^ge behandelt. Am 6. 
Tag nach der Infektion wurde der Uberstand gesammelt und 
in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Darstellung der PreS- 
Protein-Banden (p36 und p28) erfolgte im Western Blot. In 
Spuren 1 und 2 sind nicht behandelte negative bzw. chro- 
nisch DHBV infizierte PEH aufgetragen, DHBV infizierte 
PEH wurden aufgetragen in Spur 3 (PI), in Spur 4 (Epoxo- 
micin) und in Spur 5 (Eponemycin). 



die korrespondierenden Phasenkontrastaufnahmen (Phasen- 
kontrast) mit der Angabe der benutzten PI-Dosis werden ge- 
zeigt. Die weiBen Pfeile rnit Spitze zeigen beispielhaft auf 
Nester von nichtparenchymalen Zellen, welche im Ver- 
5 gleich zu Hepatozyten keine bzw. nur beschrankte FDA- 
Aufnahme und Konversion zeigen. 

Fig. 18 

Aufnahme und Konversion des Vitalmarkers Fluoreszein- 
diacetat in Fluoreszcin crfolgt bevorzugt in Hepatozyten 



10 



Fig. 15 

Suramin hemmt sowohl die primare als auch die sekundare 15 
DHBV-Infekuon in primaren Entenhepatozyten 

[0136] 4 Tage alte PEH wurden 2 h vor der Infektion mit 
100 microg/ml Suramin behandelt (Suramin Prainfektion) 
oder zunachst unbehandelt belassen (kein Suramin und Su- 20 
ramin 3d post Infektion). AnschlieBend wurden alle Zellen 
mit eincr MOI von 20 infiziert. Nach 16 h Inkubation wur- 
den die Kulturen gewaschen und mit neuem Medium weiter 
kultiviert. Am 3. Tag nach der Infektion wurde das Medium 
erneut gewechselt und die Zellen in "kein Suramin" und 25 
"Suramin pra Infektion" wurden fur weitere 3 Tage ohne 
und die Zellen in "Suramin 3d post Infektion" mit 100 mi- 
crog/ml Suramin behandelt. Am 6. Tag der Infektion wurden 
die Zellen gewaschen und fixiert. AnschlieBend erfolgte die 
Farbung der Zellen fur Core-Protein (Core). Die Zellkerne 30 
wurden mit Hoechst gefarbt (Hoechst). Die Phasenkontrast- 
aufnahmen der jeweiligcn Bildausschnitte sind ebenfalls gc- 
zeigt (Phasenkontrast). 

Fig. 16 35 

Proteasom-Inhibitoren induzieren die Hypophosphon lie- 
rung des intrazellularcn Core-Proteins in chronisch DHBV 
infizierten primaren Hepatozyten 

40 

[0137] 7 Tage alte chronisch DHBV infizierte primare En- 
tenhepatozytenkulturen wurden fur 48 h mit steigenden Do- 
sen PI behandelt und anschlieBend lysiert. Die Lysate wur- 
den in 12.5% SDS-PAGE aufgetrennt und das Core-Protein 
durch indirekte Chemolumineszenz dargestellt. In Spuren 1 45 
und 2 sind nicht behandelte negative bzw. chronisch DHBV 
infizierte PEH aufgetragen. Spuren 3 bis 6 entsprechen mit 
angegebenen Dosen an Pl-behandelten Zellen. CorePP ent- 
spricht hyperphosphoryliertem und CorcP hypophosphory- 
liertem Core-Protein. 50 

Fig. 17 

Behandlung von primaren Entenhepatozyten mit Protea- 
som-Inhibitoren schrankt nicht deren Vitalitat und Funktio- 55 
nalitat ein 



[0139] Eine Woche alte primare Zellkulturen aus chro- 
nisch DHBV nfizierten Entenlebern wurden fur 5 min mit 
FDA-haltigem Williams E Medium (5 microg/ml) bei 37°C 
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewa- 
schen und die erfolgreiche Konversion des FDA in Fluores- 
zein in Hepatozyten mittels eines Epifluoreszenzmikroskops 
beurteilt. Zellen mit griiner Farbung im Zytoplasma wurden 
als vital und funktionell angenommen (Fluorescein). Das 
demselben Bildausschnitt korrespondierende Phasenkon- 
trast ist ebenfalls gezeigt (Phasenkontrast). Die weiBen 
Pfeile mit Spitze zeigen beispielhaft auf Nester von nichtpa- 
renchymalen Zellen, welche im Vergleich zu den Hepatozy- 
ten keine bzw. nur beschrankte FDA-Aufnahme und Kon- 
version zeigen. 

Fig. 19 

Behandlung von Hepatomazellen (HepG2) mit Proteasom- 
Inhibitoren schrankt deren Vitalitat und Funktionalitat ein 

[0140] HcpG2-Zellcn wurden 48 h lang mit steigenden 
Konzentration (lOmicroM, 3 microM und 1 microM, 
100 nanoM, 10 nanoM und 1 nanoM) von PI (Abschnitt A) 
behandelt. Am Ende dieser Behandlungsperiode wurden die 
Zellen mit Trypanblau gefarbt und mit einem Durchlichtmi- 
kroskop begutachtet. Zellen mit dunkclblauer Farbung wur- 
den als nicht- vital angenommen. Die jeweilige Konzentra- 
tion des PI ist in den entsprechenden Phasenkontrastaufnah- 
men angegeben. 

Fig. 20 

Behandlung von Hepatomazellen (HepG2) mit Eponemycin 
schrankt deren Vitalitat und Funktionalitat ein 

[0141] HepG2-Zellen wurden 48 h lang mit steigenden 
Konzentration (10 microM, 3 microM und 1 microM, 
100 nanoM, 10 nanoM und 1 nanoM) von Eponemycin 
(Abschnitt A), behandelt. Am Ende dieser Behandlungsperi- 
ode wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt und mit ei- 
nem Durchlichtmikroskop begutachtet. Zellen mit dunkel- 
blauer Farbung wurden als nicht- vital angenommen. Die je- 
weilige Konzentration des Eponemycin ist in den entspre- 
chenden Phasenkontrastaufnahmen angegeben. 
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[0138] 7 Tage alte primare Zellkulturen aus chronisch 
DHBV infizierten Entenlebern wurden 48 h lang mit stei- 
genden Konzentration von PI (10 microM, 3 microM und 
1 microM) behandelt. Am Ende dieser Behandlungsperiode 
wurden die Zellen fur 5 min mit FDA-haltigem Williams E 
Medium (5 microg/ml) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die erfolgreiche 
Konversion des FDA in Fluoreszein in Hepatozyten mittels 
eines Epifluoreszenzmikroskops beurteilt. Zellen mit griiner 
Farbung im Zytoplasma wurden als vital und funktionell an- 
genommen. Die jeweiligen Fluoreszenz- (Fluoreszein) und 



Fig. 21 

Behandlung von humanen Hepatomazellen, HepG2 mit 
Epoxomicin schrankt deren Vitalitat und Funktionalitat ein 

[0142] HepG2-Zellen wurden 48 h lang mit steigenden 
Konzentration (10 microM, 3 microM und 1 microM, 
100 nanoM, 10 nanoM und 1 nanoM) von Epoxomicin (Ab- 
schnitt A) behandelt. Am Ende dieser Behandlungsperiode 
wurden die Zellen mit TVypanblau gefarbt und mit einem 
Durchlichtmikroskop begutachtet. Zellen mit dunkelblauer 
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Farbung wurden als nicht- vital angenommen. Die jeweilige 
Konzentration des Epoxomicins ist in den entsprechenden 
Phasenkontrastaufnahmen angegeben. 

Abkiirzungsverzeichnis 

ATP Adenosin-5'-triphosphat 

cccDNA komplett doppelstrangig supergecoiltes DNA-Ge- 
nom 

CFTR Cystis Fibrosis TYansmembran Regulator 
dTag 

DHBV Enten-Hepatitis-B-Virus 
DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure) 

E(X enhanced chemiluminescence 

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

PEH Entenhepatozyten 

FDA Fluoresceindiazetat 

h Stunde(n) 

HAART HAART-Therapie (highly active antiretroviral the- 
rapy) 

HAV Hepatitis- A- Virus 

HBe Hepatitis-B- Virus E- Antigen 

HBs HBV-Oberflachenprotein 

HBV Hepatitis-B- Virus 

HCC Hepatozellulares Karzinom 

HCV Hepatitis-C- Virus 

HDV Hepatitis-Delta- Virus 

HEPES N- [2-hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethanesulfonic 
acid] 

HEV Hepatitis-E- Virus 

HFV Hepatitis-F- Virus 

HGV Hepatitis-G- Virus 

HIV Humanes Immundefizienzvirus 

HPV Humanes Papilloma- Virus 

i. d. R. in der Regel 

IFN Interferon 

IL Interleukin 

kb Kiiobasen 

IkB inhibitorischen Faktor IkB 

kDa Kilodalton (MaB fur Molekulargewicht) 

Ki inhibitorische Konstante 

LC Lactacystin 

MDa Megadalton 

MHC Major Histocompatibilitats Komplex 
MOl multiplicity of infection 
NF-kB Transkriptionsfaktor 

NLVS 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leucinyl- 

L-Leucinyl-L-Leucin-vinyl-sulfon 

nM nano Mol 

ocDNA offen zirkulare Form der DNA 

PBS Phosphatpuffer, phosphate buffered sahne 

PGR polymerase chain reaction - Polymcrase-Kcltenrcak- 

tion 

PGPH Postglutamyl-Peptid hydrolysierende 

PI Proteasom-Inhibitor(en) 

P- Protein Hepatitis-B-Virus Polymerase-Protein 

PraS/PrcS groBes Hcpatkis-B- Virus Hullprotein, PraS 

PS ProScript 

PS-34 1 N-Pyrazinecarbonyl-L-Phenylalanin-L-leuzin-Bor- 
saure 

PS-519 lR-[15,4R,5S]-l-(l-Hydroxy-2-methylpropyl)-4- 
propyl-6-oxa-2-azabicyclo[3.2.0]heptane-3,7-dion 
PS-273 MorphoUn-CONH-(CH-Naphthyl)-CONH-(CH- 
isobutyl)-B(OH) 2 

PSI N-Garbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-Ala-Leu-H 
RNA Ribonucleinsaure (ribonucleic acid) 



RT Reverse Trans kriptase 

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecylsulfate) 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
TBS tris buffered sahne 
5 TNFTumornekrosefaktor 

Tris Tris-Puffer - Tris- (hydroxy methyl)-aminome than 
Ub Ubiquitin 

UPS Ub-Proteasom-System 
WB Western Blot 
10 zLLL Ncarbobenzoxyl-L-leucinyl-Lrleucinyl-L-leucinal 
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Patentanspruche 

1. Mittel zur Hemmung der Freisetzung, Reifung und 
Replikation von Hepautisviren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie als wirksame Komponente minde- 35 
stens einen Proteasom-Inhibitor in einer pharmazeuti- 
schen Zubereitung enthalten. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen eingesetzt 
werden, welche die Aktivitaten des Ubiquitin/Protea- 40 
som-Pathway hemmen, regulieren oder anderweitig 
beeinflussen. 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen 
eingesetzt werden, die speziell die enzymatischen Ak- 45 
tivitaten des kompletten 26S Proteasom-Komplexes 
und des freien, nicht mit reguiatorischen Untereinhei- 
ten assemblicrten 20S katalytisch aktiven Proteasom- 
Komplexes beeinflussen. 

4. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 50 
dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen eingesetzt 
werden, die als Proteasom-Inhibitoren von Zellen ho- 
herer Eukaryoten aufgenommen werden und nach Zel- 
laufnahme mit den katalytischen Untereinheiten des 
Proteasoms in Wechselwirkung treten und dabei alle 55 
oder einzelne proteolytische Aktivitaten des Protea- 
soms - die Trypsin-, die Chymotrypsin- und die Post- 
glutamyl-Peptid hydrolysierenden Aktivitaten - inner- 
halb des 26S oder auch des 20S Proteasomkomplexes 
blockieren. 60 

5. Mittel nach Anspruch 3 und 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die pharmazeutischen Zubereitungen ne- 
ben Proteasom-Inhibitoren auch andere Mittel enthal- 
ten, welche das zellulare Ubiquitin-System beeinflus- 
sen, regulieren oder hemmen, wie die Aktivitaten 65 

5.1. der Ubiquitin-konjugierenden Enzyme und/ 
oder 

5.2. der Ubiquitin-hydrolysierenden Enzyme. 



6. Mittel nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen einge- 
setzt werden, die in verschiedenen Formen in vivo oral, 
intra venos, intramuskular, subkutan oder in verkapsel- 
ter Form mit oder ohne Zell-Spezifitat-tragende Veran- 
derungen verabreicht werden, aufgrund der Anwen- 
dung eines bestimmtes Applikations- und/oder Dosis- 
Regimes eine geringe Zytotoxizitat aufweisen, keine 
oder unbedeutende Nebenwirkungen auslosen, eine re- 
lative hohe metabolische Halbwertszeit und eine rela- 
tive geringe Clearence-Rate im Organismus aufweisen. 

7. Mittel nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen einge- 
setzt werden, die 

a) in natiirlicher Form aus Mikroorganismen oder 
anderen naturlichen Quellen isoliert werden oder 

b) durch chemische Modifikationen aus naturli- 
chen Substanzen hervorgehen oder 

c) total-synthetisch hergestellt werden. 

d) durch gentherapeutische Verfahren in vivo 
synthetisiert werden. 

8. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen eingesetzt 
werden, die folgenden Substanzklassen angehoren: 

a) naturlich vorkommende Proteasom-Inhibito- 
ren: 

Peptid-Derivate, welche C- terminal Epoxyketon- 

Strukturen enthalten 

p-Lacton-Derivate 

Aclacinomycin A (auch bezeichnet als Aclarubi- 
cin), 

Lactacystin und dessen chemische modifizierte 
Varianten, wie der Zellmembranpenetriercnden 
Variante "Clastolactacystein p-Lacton" 

b) synthetisch hergestellte Proteasom-Inhibito- 
ren: 

modifizierte Peptidaldehyde wie N-carboben- 
zoxy-L-leucinyi-L-leucinyl-L-leucinal (auch be- 
zeichnet als MG132 oder zLLL), dessen Bor- 
saure-Derivat MG232; N-Carbobenzoxy-Leu- 
Leu-Nva-H (bezeichnet als MG115; N- Acetyl- L- 
Leuzinyl-L-Leuzinyl-L-Norleuzinal (bezeichnet 
als LLnL), N-Carbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-Ala- 
Leu-H (auch bezeichnet als PSI); 

c) Peptide, welche C- terminal eine a,(3-Epoxyke- 
ton-Struktur tragen, femer Vinylsulfone wie 

8.c) L Carbobenzoxy-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L- 
Leucin-vinyl-sulfon oder 

8.c)2. 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactctyl-L- 

Leucinyl-L-Leucinyl-L-Leucin-vinyl-sulfon 

(NLVS) 

d) Glyoxal- oder Borsaure-Reste wie 

8.d)l . Pyrazyl-CONH(CHPhe)CONH(CHisobu- 
tyl)B(OH) 2 ) sowie 

8.d)2, Dipeptidyl-Borsaure-Derivate oder 

e) Pinacol-Ester - wie Benzyloxycarbonyl(Cbz)- 
Leu-Leu-boroLeu-Pinacol-Ester. 

9. Mittel nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als besonders gecignete Proteasom-Inhi- 
bitoren die Epoxyketone 

9.1. Epoxomicin (Epoxomycin, Molekulformel: 
C28H86N4O7) und/oder 

9.2. Eponemicin (Eponemycin, Molekulformel: 
C20H36N2O5) 

eingesetzt werden. 

10. Mittel nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als besonders geeignete Proteasom-Inhi- 
bitoren aus der PS-Serie die Verbindungen 
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10.1. PS-519 als P-Lacton- sowie als Lactacystin- 
Derivat die Verbindung 1R-[15, 4R, 5S]-1-(1-Hy- 
droxy-2-methylpropyl)-4-propyl-6-oxa-2-azabi- 
cyclop. 2.0] heptane-3,7-dione - Molekulformel 
C12H19NO4 - und/oder 5 

10.2. PS-314 als Peptidyl-Borsaure-Derivat die 
Verbindung N-Pyrazinecarbonyl-L-Phenylalanin- 
L-Leuzin-Borsaure - Molekulformel 
C19H25BN4O4 - und/oder 

10.3. PS-273 (Morpholin-CONH-(CH-Naphthyl)- 10 
CONH-(CH-isobutyl)-B(OH)2) und dessen Enan- 
tiomer PS- 293 und/oder 

10.4 die Verbindung PS-296 (8-Quinolyl-sulfo- 
nyl-CONH-(CH-Napthyl)-CONH(-CH-isobutyl)- 
B(OH) 2 ) und/oder 15 

10.5. PS-303 (NH 2 (CH-Naphthyl)-CONH-(CH- 
isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.6. PS-321 als (Morpholin-CONH-(CH-Nap- 
thyl)-CONH-(CH-Phenylalanin)-B(OH) 2 ); und/ 
oder 20 

10.7. PS-334 (CH 3 -NH-(CH-Naphthyl-CONH- 
(CH-Isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.8 die Verbindung PS-325 (2-Quinol-CONH- 
(CH-homo-Phenylalanin)-CONH-(CH-isobutyl)- 
B(OH) 2 ) und/oder 25 

10.9. PS-352 (Phenyalanin-CH 2 -CH 2 -CONH- 
(CH-Phenylalanin)-CONH-(CH-isobulyl)l- 
B(OH) 2 ) und/oder 

10.10. PS-383 (Pyridyl-CONH-(CHpF-Phenyl- 
alanin)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH)2) 30 

eingesetzt werden. 

11. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren der An- 
spriiche 1 bis 10 zur Hemmung dcr Freisetzung, Rci- 
fung und Replikation von Hepatitisviren. 

12. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 35 
spruch 1 1 zur Hemmung von spaten Prozessen im Re- 
plikationszyklus von Hepatitis- Vu*en. 

13. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die Produktion 
von infektiosen Virionen von Hepatitis virus-infizierten 40 
Zellen weitgehend oder vollkommen durch Blockie- 
rung unterbinden. 

14. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekehn- 
zeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die Hemmung 
der Freisetzung von Virionen wie auch eine nahezu 45 
vollstandige Reduktion der Infektiositat der freigesetz- 
ten Virionen bewirken. 

15. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gckenn- 
zeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die Virusvermeh- 
rung und somit die Neuinfektion von Hepatozyten und 50 
damit die Ausbreitung einer Hepatitis-Infektion in vivo 

in dem Lebergewebe eines Infizierten unterdriicken. 

16. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 1 1 zur Hemmung dcr Vcrmchrung von Hepad- 
naviren nach den Mechanismen 55 

a) Blockierung/Reduktion der Freisetzung von 
neuen Virionen 

b) Blockierung/Reduktion der Infektiositat von 
freigesetzten Virionen 

c) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbrei- 60 
tung in Kulturen von primaren Hepatozyten 

d) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbrei- 
tung in der Leber in vivo. 

17. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Induktion des Absterbens von Hepato- 65 
Karzimonzellen. 

18. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 17 zur Unterdruckung und/oder Verhinderung 



des Entstehens von Leberzell-Karzinomen. 

19. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 17 und 18 zur Therapie von Patienten mit eta- 
blierten Leberzeilkarzinomen. 

20. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 17 bis 19 zur Behandlung/Bekampfung/Verhin- 
derung von 

20.1. HBV-induzierter Leberzirrhose und/oder 

20.2. HBV-induzierten Leberzeilkarzinomen. 

20.3. HCV-induzierten Leberkarzinomen 

20.4. Medikamenten-induzierten Leberkarzino- 
men 

20.5. genetisch bedingten Leberkarzinomen 

20.6. durch Umweltbedingte Leberkarzinome. 

21. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 17 bis 20 zur gezielten Eliminierung von Leber- 
karzinomzellen, welche infolge einer 

21.1. HBV-Infektion und/oder 

21.2. HCV-Infektion oder 

21.3. entsprechenden Koinfektion mit beiden Vi- 
ren oder 

21.4. HDV/HBV-Koinfektion 
entstehen. 

22. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 17 bis 21 zur Verhinderung der Entstehung, des 
Wachstums und der Metastatisierung von Leberzelltu- 
moren sowie zur bevorzugten Zerstorung von Leber- 
karzinomzellen in HBV- und HCV- infizierten Patien- 
ten und Tieren. 

23. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Modulation der Expression, Modifizie- 
rung und Akti vital des Tumorsupprcssor-Proteins p53. 

24. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 1 1 zur Leberzellregeneration bei Patienten mit 
Leberentztindung. 

25. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Reduktion der Anzahl infizierter Virus- 
produzierendcr Zellen im Leberzellgewebc. 

26. Verwendung nach Anspruch 11-14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die Phos- 
phorylierung von Hepatitis- Viren Core-Proteinen ver- 
andern und dadurch die Freisetzung und Infektiositat 
von Hepatitis-B-Viren herabsetzen oder blockieren. 

27. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Hemmung sowohl der Erhaltung und 
Persistenz einer bereits etablierten Infektion als auch 
einer Sekundarinfektion und somit der Ausbreitung ei- 
ner Infektion, einschlieBlich der Blockicrung der Aus- 
breitung einer HBV-Infektion in vivo. 

28. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 7 bis 11 in Kombinadon untereinander zur Be- 
handlung und Bekampfung von Hepatitiden. 

29. Verwendung nach Anspruch 28 in Kombination 
mit bereits in dcr anti-viralen Therapie von Hepadnavi- 
ren verwendeten Therapeutika. 

30. Verwendung nach Anspruch 28 und 29 zur Be- 
handlung von Koinfektionen mit tIBV und Immundefi- 
zienzviren HIV-1 und HIV-2. 

31. Verwendung nach Anspruch 30 zur Behandlung 
von HBVJHIV- Koinfektionen in Kombination mit der 
HAART-Therapie. 

32. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Verhinderung einer Re-Infektion mit 
HBV bei Leber- und anderen Organtransplantationen. 

33. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Verhinderung einer Re-Infektion mit 
HBV bei Zelltherapien durch Gabe der Mittel vor, wah- 
rend und nach der Transplantation. 
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34. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Verhinderung einer Re-Infektion mit 
HBV bei der Transplantation von virusfreien Qrganen 
auf chronische Virustrager, die immer Restvirus haben 
und sich neue Organe infizieren kbnnen wie auch bei 5 
der Obertragung von Virus-haltigen Organen von 
Spendem auf virusfreie Pauenten. 

35. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Verhinderung der Etabiierung einer sy- 
stemischen Hepatitis- Virus-Infektion unmittelbar nach io 
Kontakt mit infektiosern Virus. 

36. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 11 zur Vorbeugung einer Hepatitisvirusinfek- 
tion bei Personen mit hohem Risiko einer Neuinfek- 
tion, wie bei Arzten, Risiko-Personal in Hausern mit 15 
hohem Besucherverkehr, Drogenabhangigen, Reisen- 
den in hochendemische Gebiete fiir Hepatitisviren, in 
der Krankenbehandlung oder fur Familienangehorige 
von chronischen Virustragem. 

37. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 20 
spruch 1 1 zur Minderung oder Eliminierung einer Le- 
berentziindung durch Immunsystemvcrmittelte Mecha- 
nismen. 

38. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 7 bis 11 zur Herstellung von Mitteln und/oder 25 
pharmazeutischen Zubereitungen zur Hemmung der 
Freisctzung, Reifung und Replikation von Hepatitisvi- 
ren. 

39. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach An- 
spruch 38 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Be- 30 
handlung und Prophylaxe von Hepatitiden. 
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